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1. Einleitung 
 
1.1. Zytokine 
Während der evolutionären Entstehung von multizellulären Organismen mit spezialisierten 
Zelltypen und Geweben entwickelten sich auch komplexe interzelluläre Kommunikations-
mechanismen. Für die Steuerung biologischer Funktionen einer Zelle ist ihre Wechselwir-
kung mit der Umgebung von besonderer Bedeutung. Nach Aufnahme und Verarbeitung 
von intra- und extrazellulären Signalen können Informationen an andere Zellen weiterge-
leitet werden. Die Zell-Zell-Kommunikation kann über die Freisetzung extrazellulärer Me-
diatoren erfolgen, die auf benachbarte Zellen wirken. Eine wichtige Gruppe dieser Boten-
stoffe sind die Zytokine. 
Zytokine sind lösliche Polypeptide, die nach ihrer Sekretion als humorale Liganden Signale 
an Zellen in der lokalen Umgebung übermitteln. Zytokine übernehmen zentrale Funktionen 
in der Regulation von Entwicklung, Gewebereparatur, Entzündung, Hämatopoese und 
Immunabwehr. 
Die Sekretion von Zytokinen ist streng reguliert und erfolgt unter normalen und pathologi-
schen Bedingungen. Zytokine wirken meist parakrin oder autokrin. Nach Bindung an spe-
zialisierte Zelloberflächen-Rezeptoren aktivieren sie intrazelluläre Signalwege. Hierbei 
kann die biologische Wirkung eines Zytokins auf verschiedene Zielzellen unterschiedlich 
sein (Pleiotropie). Zudem können verschiedene Zytokine in einer Zelle dieselbe biologi-
sche Antwort hervorrufen (Redundanz). Verschiedene Zytokine können synergistisch, ad-
ditiv oder antagonistisch agieren und in Abhängigkeit von Zelltyp oder Gewebe biologische 
Prozesse modulieren.  
Die Klassifizierung der Zytokine kann anhand von verschiedenen Merkmalen, wie der bio-
logischen Funktion, der Art der Rezeptoren oder der räumlichen Struktur des Zytokins, er-
folgen. Aufgrund der biologischen Funktion und der genutzten Rezeptoren lassen sich Zy-
tokine in vier Gruppe aufteilen: Interferone, Interleukine, Wachstumsfaktoren und Chemo-
kine [1]. 
Die Signalübertragung durch Zytokine erfolgt über verschiedene intrazelluläre Signalkas-
kaden. Alle Interferone und die Mehrzahl der Interleukine signalisieren über Rezeptoren 
mit assoziierten Kinasen und nutzen den JAK/STAT Weg als gemeinsame zentrale Signal-
kaskade. Aber auch andere Zytokine (z.B. Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-
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Abb. 1 IL-6-Typ Zytokine und ihre Rezeptorkomplexe: 
IL-6 (Interleukin-6), IL-11 (Interleukin-11), IL-27 (Interleukin-27), LIF (leukemia inhibitory factor), CT-1 
(Kardiotrophin-1), CNTF (ciliary neurotrophic factor), NP (Neuropoetin), CLC (cardiotrophin-like cytokine), 
OSM (Oncostatin M) und IL-31 (Interleukin-31). 
IL-6-Typ
Zytokine
-Rezeptoren
Signal-
transduzierende
Untereinheiten
IL-6 IL-11 LIF OSMCNTFIL-27 CT-1 IL-31
EBI3p28
CNTFR
CLC
CNTFR
CLF-1
gp130 / gp130 gp130 / LIFR gp130
OSMR
GPL
OSMR
gp130
WSX-1
gp80 IL-11R
NP
CNTFRCT-1R
CSF)) oder klassische Hormone (z.B. growth hormone (GH) und Prolaktin (PRL)) signali-
sieren über den JAK/STAT Signalweg. 
 
1.2. IL-6-Typ Zytokine 
Eine Untergruppe innerhalb der Zytokine bilden die IL-6-Typ Zytokine, welche aufgrund 
ihrer ähnlichen dreidimensionalen Struktur zusammengefasst sind. Anhand ihrer räumli-
chen Struktur sind sie den long chain 4- -helix-bundle Zytokinen zugeordnet. Auch die IL-
6-Typ Zytokine signalisieren über den relativ einfach aufgebauten JAK/STAT Signalweg. 
IL-6-Typ Zytokine übernehmen zentrale Rollen in der Regulation der Akut-Phase Antwort 
bei Verletzungen und Entzündungen. IL-6-Typ Zytokine sind auch an der Steuerung von 
Immunantworten, Hämatopoese, Leber- und Nervenregeneration, Entzündung, Embryo-
nalentwicklung und Fertilität beteiligt. 
Zu den IL-6-Typ Zytokine gehören IL-6 (Interleukin-6), IL-11 (Interleukin-11), IL-27 (Inter-
leukin-27), LIF (leukemia inhibitory factor), CT-1 (Kardiotrophin-1), CNTF (ciliary neurotro-
phic factor), NP (Neuropoetin), CLC (cardiotrophin-like cytokine), OSM (Oncostatin M) und 
IL-31 (Interleukin-31). Sie binden Rezeptor-Komplexe, welche als Homo- oder Heterodi-
mere aus signaltransduzierenden Rezeptor-Untereinheiten aufgebaut sind. Zusätzlich 
können -Rezeptor-Untereinheiten im Komplex vorliegen, welche an der Zytokinbindung 
beteiligt sind. Fast alle IL-6-Typ Zytokine nutzen Glykoprotein 130 (gp130) als gemeinsa-
me signaltransduzierende Rezeptor-Untereinheit, wobei IL-31 eine Ausnahme darstellt 
(Abb. 1). Der durch Zytokinbindung aktivierte Rezeptor-Komplex rekrutiert Signalmoleküle 
verschiedener Signalwege an den intrazellulären Rezeptorbereich [2]. 
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Abb. 2 Der IL-6-induzierte JAK/STAT3 Signalweg: 
Abkürzungen: gp130 – Glykoprotein 130, IL-6R  - Interleukin-6 Rezeptor , JAK – Janus Kinase, P – 
Phosphatrest, Y – Tyrosinrest. 
JAKJAK
gp130
IL-6R
Y  Y
JAKJAK
PY  Y
IL-6
PP
P
Zellkern
Zytoplasma
Zell-
membran
P
P P
P-
DimerisierungSTAT3
Transkription
DNS
P P
1.3. JAK/STAT Signalweg 
An den zytoplasmatischen Teil der signaltransduzierenden Rezeptorketten sind Janus-
Kinasen (JAKs) assoziert. Nach Ligandenbindung vermitteln die JAKs die Phosphorylie-
rung bestimmter Tyrosinmotive im intrazellulären Teil des Rezeptors und generieren so 
Bindungsstellen für STAT (signal transducer and activator of transcription) Transkriptions-
faktoren. Durch die Rekrutierung an den Rezeptor werden die STATs als Substrate für 
JAKs verfügbar. Nach Phosphorylierung eines carboxy-terminal gelegenen Tyrosinmotivs 
in den STATs erfolgt die Dimerisierung mit einem weiteren STAT zum aktiven Transkripti-
onsfaktor, welcher in den Zellkern transloziert und die Expression von Zielgenen induziert 
(Abb. 2). 
  
Extrazelluläre Signale können dabei durch Kombinationen von vier JAKs (JAK1, JAK2, 
JAK3 und TYK2) übermittelt werden. Die verschiedenen JAKs binden mit unterschiedli-
chen Affinitäten an verschiedene Rezeptor-Untereinheiten. So kann das Signal durch die 
Aktivierung von einem oder mehrerer der sieben Mitglieder der STAT-Familie in ein Zelltyp-
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spezifisches Gen-Expressionsprofil übersetzt werden. Die Komplexität der Signaltransduk-
tion wird durch die Aktivierung weiterer Signalwege am Zytokinrezeptor z.B. des MAP-
Kinase und PI3-Kinase Signalweges noch erhöht [3, 4]. 
 
1.4. STAT Transkriptionsfaktoren 
STAT (signal transducer and activator of transcription) Transkriptionsfaktoren sind an der 
intrazellulären Signaltransduktion von Zytokinen, Hormonen und Wachstumsfaktoren be-
teiligt und vermitteln die Signalübertragung von der Zelloberfläche in den Zellkern. Die Ak-
tivierung der STAT Transkriptionsfaktoren erfolgt an Zytokinrezeptoren, Rezeptortyrosinki-
nasen, G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren und zytoplasmatischen Tyrosinkinasen [5-8]. 
STATs vermitteln Signale für grundlegende zelluläre Prozesse, wie Differenzierung, Prolife-
ration und Apoptose. In der Regulation von Embryogenese, Hämatopoese, Entzündung 
und Immunantworten nehmen STATs Schlüsselstellungen ein. 
STAT Transkriptionsfaktoren wurden erstmals in der Interferon-induzierten Signaltransduk-
tion beschrieben [9-11]. Weitere STAT Faktoren wurden durch ihre Beteiligung an anderen 
Zytokin-induzierten Signalkaskaden identifiziert [12-15]. Besonders intensiv ist die Funkti-
on der STATs in Zytokin-induzierten Signalwegen beim Menschen und in der Maus unter-
sucht. Hier besteht die Familie der STAT Faktoren aus sieben verschiedenen Mitgliedern 
(STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B und 6), deren Gene in drei chromosomalen Loci lokalisiert sind. Es 
wird daher vermutet, dass die verschiedenen Isoformen durch Duplikation eines ursprüng-
lichen STAT-Gens entstanden sind. Unterstützt wird diese Hypothese durch die Existenz 
nur eines STAT-Proteins in niederen Organismen wie z.B. Drosophila und C. elegans [16, 
17]. 
 
1.4.1. Struktur und Funktion 
STAT-Proteine bestehen aus 750 bis 851 Aminosäuren (90–115 kDa). Für STAT1, STAT3 
und STAT4 sind auch carboxy-terminal verkürzte -Isoformen nachgewiesen, die durch 
alternatives Spleißen von STAT-prä-mRNS entstehen [10, 18, 19]. Auch proteolytisch ver-
kürzte Isoformen werden für einige STATs diskutiert, deren physiologische Funktionen un-
bekannt sind [20, 21]. Der strukturelle Aufbau aus definierten Domänen ist für alle STATs 
identisch (Abb. 1A). Allerdings können die Funktionen der Domänen zwischen den Mitglie-
dern der STAT-Familie variieren (Abb. 3A). 
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Abb. 3 Familie der STAT Transkriptionsfaktoren:  
A. Domänenstruktur aller Mitglieder der STAT-Familie. B. Räumliche Struktur des unphosphorylierten 
STAT3-Monomers (core-Fragment) mit farbig gekennzeichneten Domänen und Tyrosin 705 (gelb). Die N-
terminale Domäne von STAT4 wurde eingefügt. Gestrichelte Bereiche sind strukturell nicht aufgeklärt (Ren et 
al. (2008) [22]). C. Phosphoryliertes STAT3-Dimer an DNS gebunden (Becker et al. (1998) [23]). 
 
Die amino-terminale Domäne kann Funktionen bei der Rezeptorbindung (STAT4 [24, 25]), 
der kooperativen DNS-Bindung (Tetramerisierung) [26, 27], der Dephosphorylierung 
(STAT1 [28]) und der Interaktion mit anderen Proteinen [29, 30] übernehmen. Sie scheint 
evolutionär spät entstanden zu sein, da in niederen Organismen, wie z.B. Dictyostelium 
und C. elegans, STAT-Homologe ohne N-terminale Domänen existieren [16]. 
Die coiled-coil-Domäne wird aus vier antiparallelen -Helices gebildet und ist an Protein-
Protein-Interaktionen beteiligt (PIAS1/STAT1, p48/STAT1, c-Jun/STAT3, Nmi (N-myc inter-
actor)/STAT1,5, SMRT/STAT5, GRIM-19/STAT3 und StIP (STAT3 interacting pro-
tein)/STAT3 [31]). 
STAT1 750
STAT2 851
STAT3 770
STAT4 749
STAT5A 794
STAT5B 787
STAT6 847
0                  200                400                600    800
C-
-C
N- -N
N-
-C
Y
Y S
YS
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Y S
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N-terminale Domäne
Coiled-coil-Domäne
DNS-Bindungs-Domäne
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SH2-Domäne
Transaktivierungs-Domäne
A.
B. C.
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Die in der zentralen Region der STAT-Proteine liegende DNS-Bindungsdomäne beinhaltet 
die Aminosäuren, welche im aktivierten dimeren STAT-Komplex die Interaktion mit spezifi-
schen enhancer-Sequenzen im Promotor von Zielgenen vermitteln. 
Eine Funktion der folgenden linker-Domäne wurde nur für STAT1 nachgewiesen. Punkt-
mutationen in dieser Domäne führten zur Reduktion der transkriptionellen Aktivität von 
STAT1 [32]. Durch die direkte Interaktion mit Kernporenproteinen ist die linker-Domäne am 
nukleären Import beteiligt [33]. 
Die SH2-Domäne bindet spezifische Phosphotyrosinmotive und ist zum einen essenziell 
für die Bindung an aktivierte Rezeptoren [34] und zum anderen für die Ausbildung von 
transkriptionell aktiven STAT-Dimeren. Die Bindung der STAT-Dimere wird über eine 
intermolekulare Phosphotyrosin-SH2-Domänen-Interaktionen vermittelt [35]. 
Carboxy-terminal folgt die Transaktivierungsdomäne, welche die Transkription reguliert in-
dem sie mit anderen Transkriptionsfaktoren, Ko-Aktivatoren aber auch Phosphatasen 
interagiert [36-38]. 
Kristall-Struktur-Analysen von carboxy- und/oder amino-terminal verkürzten STAT1, 3 und 
5A Proteinen lassen den Schluss zu, dass die räumlichen Strukturen für alle Mitglieder der 
STAT-Familie sehr ähnlich sind [22, 23, 39-41]. Ein STAT-Protein ohne N-terminale und 
Transaktivierungsdomäne wird als core-Fragment bezeichnet. Wie anhand der Kristall-
Strukturen der phosphorylierten und unphosphorylierten core-Fragmente von STAT1 [39, 
40] und STAT3 [22, 23] gezeigt werden konnte, ändern die STAT-Proteine auch beim 
Wechsel des Phosphorylierungsstatus kaum die intramolekulare Konformation. Da Versu-
che zur Kristallisierung eines vollständigen STAT-Proteins gescheitert sind wird angenom-
men, dass der C-terminale Bereich unstrukturiert und die N-termininale Domäne über eine 
Linkersequenz flexibel an das core-Fragment angebunden ist. Nur die Kristall-Strukturen 
der isolierten N-terminalen Domäne von STAT4 und der N-terminalen Domäne von un-
phosphoryliertem C-terminal verkürztem STAT1 konnten aufgeklärt werden [40, 42]. Diese 
N-terminale Domänen bestehen aus fünf Helices, die eine hakenförmige Struktur ausbil-
den (Abb. 3B und C).  
 
1.4.2. Aktivierung und Regulation 
Für alle STAT-Proteine ist die Phosphorylierung eines essenziellen Tyrosins-Restes im 
carboxy-terminalen Bereich des Proteins zur Aktivierung absolut notwendig und ist Vor-
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aussetzung für DNS-Bindung und Geninduktion. Allerdings sind auch Ausnahmen bekannt 
bei denen aktive STATs zur Repression der Transkription bestimmter Zielgene führen [43-
45]. 
Darüber hinaus steuern weitere posttranslationale Modifikationen der einzelnen STATs ihre 
Funktion. So wird bei fast allen STATs (STAT1, 3, 4, 5A, 5B, 6) zusätzlich ein Serin-Rest in 
der Transaktivierungsdomäne phosphoryliert. Die Serin-Phosphorylierung kann die trans-
kriptionelle Aktivität auf bestimmte Zielgene verstärken [46]. Es sind auch Modifikationen 
wie Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung für einige STATs im Zu-
sammenhang mit transkriptioneller Aktivität, aber auch Proteinstabilität beschrieben [47-
50]. Die Acetylierung eines C-terminalen Lysins in STAT3 beeinflusst die DNS-Bindung 
und somit die Transkription positiv [48, 51]. Dagegen führt die Sumoylierung eines C-
terminalen Lysins in STAT1 durch PIAS-Proteine zu einer negativen Regulation der Trans-
kription [47]. STAT1 und STAT4 sind als Substrate für die Ubiquitin E3 Ligase SLIM be-
schrieben, welche deren proteolytischen Abbau induziert [52]. 
Phosphorylierte STATs bilden sowohl Homodimere als auch Heterodimere aus. Die Bil-
dung von Homodimeren ist für STAT1, 3, 4, 5A, 5B und 6 beschrieben. Mögliche hetero-
dimere Paare sind STAT1/STAT3, STAT5A/STAT5B und STAT1/STAT2, wobei letzteres 
Heterodimer die zusätzliche Bindung von IRF9 (p48) zur transkriptionellen Aktivierung be-
nötigt [38]. Nur tyrosinphosphorylierte STAT-Dimere können an ihre spezifischen enhan-
cer-Elemente auf der DNS binden. Untersuchungen ergaben für die DNS-
Bindungsbereiche von STAT-Homodimeren eine Konsensus-Nukleotidsequenz. Dieses, 
auch GAS ( -activated sequence) bezeichnete Motiv, entspricht den Basen TTCN2-4 GAA. 
Der Transkriptions-Komplex aus STAT1/2 und IRF9 bevorzugt eine andere Zielsequenz 
(AGTTN3TTTC), welche als ISRE (IFN-stimulated response element) bezeichnet wird [53-
55]. Die selektive Gen-Aktivierung durch die diversen STAT-Faktoren wird über die Bildung 
der verschiedenen Homo- und Heterodimere vermittelt. Darüber hinaus erfolgt die Regula-
tion der Transkription durch die unterschiedliche Bindungsspezifität an variierenden Pro-
motorelemente, die kooperative Interaktione mehrerer Dimere und die Rekrutierung weite-
rer Transkriptionsfaktoren und Ko-Aktivatoren. 
Sowohl die stimulationsabhängige Aktivierung der STAT-Faktoren als auch ihre nukleäre 
Akkumulation verlaufen transient. Nach Tyrosinphosphorylierung, Dimerisierung und 
Translokation in den Zellkern erfolgt die Dephosphorylierung durch die nukleäre Isoform 
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der T-Zell Protein-Tyrosinphosphatase (TC45) [56-58]. Des Weiteren können nukleäre 
STAT-spezifische Inhibitoren der PIAS Familie (protein inhibitor of activated STAT) direkt 
an aktive STAT-Dimere binden, ihre DNS Bindung verhindern und im Falle von STAT1 
auch ihre Sumoylierung katalysieren [52, 59, 60]. STATs induzieren zudem die negative 
Regulierung des JAK/STAT Signalweges durch feedback-Hemmung. Sie induzieren die 
Expression von SOCS (suppressor of cytokine signaling) Proteinen und leiten somit die 
Signaltermination ein. SOCS Proteine inhibieren den Signalweg, indem sie an die kataly-
tisch aktiven Bereiche von JAKs binden oder STAT rekrutierende Phosphotyrosinmotive 
des Rezeptors maskieren [61, 62]. Auch zytoplasmatische Phosphatasen (SHP1, SHP2, 
PTP1b oder CD45) binden an JAKs oder den Rezeptor und inhibieren auf diese Weise die 
STAT Aktivierung durch Dephosphorylierung kritischer Phosphotyrosinreste [63-66].  
 
STAT Ligand Phänotyp STAT-defizienter Mäuse 
STAT1 IFN- / , EGF  Defekte IFN-abhängige Immunantwort 
 Erhöhte Empfindlichkeit gegenüber bakteriel-
ler bzw. viraler Infektion 
STAT2 IFN- /   Defekte IFN-Typ 1-abhängige Immunantwort 
STAT3 IL-2, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, 
IL-11, IL-15, IL-21, EGF, 
OSM, CNTF, CT-1, Leptin, 
G-CSF, TPO, LIF, GH 
 Letal noch vor Beginn der Gastrulation 
STAT4 IL-12  Beeinträchtigte Differenzierung von TH1-
Zellen aufgrund fehlender Sensitivität für IL-
12 
STAT5A IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, 
IL-15, G-CSF, GM-CSF, 
EPO, TPO, GH, Prolactin 
 Beeinträchtigte Brustdrüsenentwicklung auf-
grund fehlender Antwort auf Prolactin; gestör-
te Lactogenese 
STAT5B s. STAT5A  Beeinträchtigtes Wachstum aufgrund fehlen-
der Antwort auf GH 
 Vermindertes Zellwachstum nach IL-2- Stimu-
lation 
 Defekte NK-Zellentwicklung und zytolytische 
Funktion 
STAT6 IL-4, IL-13  Beeinträchtigte Differenzierung von TH2-
Zellen 
Tab. 1 Physiologische Defekte in STAT knock-out Mäusen:  
Die aufgeführten Zytokine und Wachstumsfaktoren induzieren die Aktivierung der entsprechenden STATs. 
Der Phänotyp beschreibt das Erscheinungsbild STAT-defizienter Mäuse (nach Benekli et al. (2002); Levy et 
al. (2003) [31, 67]). 
 
Ein weiterer Mechanismus der Signalabschaltung erfolgt auf Rezeptorebene durch konsti-
tutive oder Liganden-induzierte Internalisierung und nachfolgendem proteolytischen Abbau 
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des Rezeptor-Komplexes [68-73]. 
Um einen Einblick in die physiologische Funktion und Bedeutung der einzelnen STAT-
Faktoren in vivo zu erhalten, wurden STAT knock-out Mäuse erzeugt, in denen beide Allele 
eines STAT-Gens deletiert sind. Die Phänotypen der STAT knock-out Tiere zeigten, dass 
STAT-Faktoren in diversen biologischen Prozessen wie Zellwachstum und Zelldifferenzie-
rung, Proliferation, Apoptose, Embryonalentwicklung, Entzündung und Immunantwort in-
volviert sind (Tab. 1). Trotz der Bedeutung von aktivierten STATs für die Induktion von Ziel-
genen ist auch eine strenge Regulation der STAT-Aktivierung von entscheidender Bedeu-
tung für den normalen physiologischen Ablauf dieser Prozesse. 
 
 
1.4.3. Dysregulierte STAT-Aktivierung bei menschlichen Erkrankungen 
Dysregulierte Signalwege können zu verschiedenen Erkrankungsbildern beim Menschen 
führen. Auch Fehlregulationen von STAT Faktoren sind in Verbindung mit diversen Erkran-
kungen, wie chronischen Entzündungen, Autoimmunerkrankungen und Krebs, beschrie-
ben. Dabei kann sowohl die Inhibierung von STATs als auch ihre konstitutive Aktivierung 
zu pathophysiologischen Entwicklungen beitragen.  
Der Zusammenhang von transkriptionell inaktiven Formen von STAT3 durch Mutationen in 
der DNS-Bindungsdomäne mit der Folge von reduzierten TH17-Zellfunktionen ist in der 
Entwicklung der Immundefizienz-Erkrankung Hyper-IgE-Syndrom nachgewiesen [74]. 
Sehr viel häufiger ist die konstitutive Aktivierung von STATs mit Krankheitsentstehungen 
verbunden. Mögliche Ursachen sind dysregulierte Signalwege, welche nicht mehr sensitiv 
gegenüber negativer Regulation sind.  
Die Beteiligung von STATs in der Fehlregulation der T-Zell-Entwicklung werden bei Auto-
immunerkrankungen, wie Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn und Psoriasis diskutiert 
[75-77]. Dauerhaft aktivierte STAT-Faktoren sind vor allem bei chronischen Entzündungen 
und einer Vielzahl von malignen Transformationen beschrieben [67]. In diesem Kontext 
wird auch die Krebsentstehung als Folge chronischer Entzündungen diskutiert [78-80]. Un-
tersuchungen an Tumorzellen und Geweben aus verschiedenen Tumorarten belegen, 
dass konstitutiv aktiviertes STAT1, 3, 5 und 6 an der Entwicklung von verschiedenen 
Krebsarten beteiligt ist [81]. Hierbei sind STAT3 und STAT5 hervorzuheben, da sie unter 
den STAT-Faktoren das größte onkogene Potenzial besitzen [82, 83]. Demgegenüber wird 
für konstitutiv aktiviertes STAT1 eine inhibierende Funktion in der Zelltransfomation disku-
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tiert [84]. 
STAT-Faktoren können durch dauerhaft aktivierte onkogene Tyrosinkinasen [85] phospho-
ryliert werden. Die unregulierte Aktivierung von Kinasen kann durch aktivierende Mutatio-
nen (z.B. JAK2V617F in myeloproliferativen Erkrankungen), aber auch durch Überexpres-
sion (z.B. ErbB2 und Src in Brustkrebs) hervorgerufen werden. An der Entstehung von 
Krebsarten des hämatopoetischen Systems sind oft onkogene Fusionsproteine mit aktiven 
Tyrosinkinasen beteiligt, welche durch Chromosomentranslokation entstehen (BCR-Abl 
und Tel-JAK2 bei Leukämien oder NMP-Alk bei Lymphomen) [86]. 
Neben Fehlregulationen von STAT-aktivierenden Komponenten kann auch die Dysregula-
tion von STAT-Inhibitoren (SOCS1 und PIAS3) [87, 88] zur malignen Transformation von 
Zellen führen.  
Die konstitutive Phosphorylierung von STATs führt zur vermehrten Transkription von Ziel-
genen (z.B. c-Myc, VEGF, Cyclin D1 und Survivin). Die induzierten Proteine sind an Proli-
feration, Apoptose, Angiogenese oder Metastasierung beteiligt und treiben die Tumorent-
wicklung voran. So ist eine Auswirkung der STAT-Aktivierung in Tumoren die dauerhafte 
Sekretion von aktivierenden Signalmolekülen (z.B. IL-6, VEGF und IL-10). Diese fördern in 
para- und autokriner Weise über einen Aktivierungskreislauf die Krankheitsentwicklung. 
Durch STAT3-vermittelte Ausschüttung immunsuppressiver Mediatoren kann ein wach-
stumsförderndes Milieu in der Umgebung des Tumors erzeugt werden. Durch diese Mikro-
umgebung ist der Tumor in der Lage dem Immunsystem auszuweichen [89]. 
Der Einfluss von dauerhaft aktivierten STATs in der Krankheitsentstehung ist im Kontext 
mit anderen dysregulierten Signalwegen zu sehen. Gerade bei malignen Transformationen 
sind es verschiedene onkogene Veränderungen, welche zur Tumorentstehung führen. 
 
1.4.4. Nukleozytoplasmatisches shuttling von STATs 
Obwohl die subzelluläre Verteilung von unphosphorylierten latenten STATs häufig als zy-
toplasmatisch beschrieben wird, ist eine Subpopulation der STAT-Proteine im Zellkern lo-
kalisiert [90]. Die stationär erscheinende prädominant zytoplasmatische Verteilung in un-
stimulierten Zellen ist das Ergebnis eines dynamischen Austausches von STAT-Proteinen 
zwischen Zytoplasma und Zellkern durch konstitutive nukleäre Import- und Exportprozes-
se. Dieses konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling von latenten STATs ist für STAT1, 
STAT2, STAT3 und STAT5B nachgewiesen [91-94]. Dieser stetige Import/Export-Zyklus ist 
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unabhängig von der aktivierenden Tyrosinphosphorylierung. 
Aufgrund der Größe der STATs ist eine freie Diffusion durch die Kernporen nicht möglich. 
Daher wird angenommen, dass die Translokation der STATs zwischen Zytoplasma und 
Kern durch aktive Transportprozesse über Karyopherine vermittelt wird. In diesem Zu-
sammenhang wurden diverse vermutete nukleäre Importsignale (NLS) [91, 95-97] und 
nukleäre Exportsignale (NES) [94, 98-100] als Bindungsbereiche für Karyopherine (Impor-
tin  bzw. Exportin 1) in fast allen STATs postuliert. In STAT3 sind drei NLS und drei NES 
mit unterschiedlichem Potenzial beschrieben [97, 99, 101]. Die Sequenzen mit dem größ-
ten Einfluss auf die stimulationsabhängige nukleäre Akkumulation liegen in der coil-coiled-
Domäne (zwei NLS) und linker-Domäne (eine NES). Allerdings ist keine der für eine NLS 
bzw. NES essenziellen Aminosäuren strukturell exponiert. 
Die Interaktion von -Importinen ist nur für den stimulationsabhängigen Import und der 
damit verbundenen schnellen nukleären Akkumulation von aktiviertem STAT1 und 3 nach-
gewiesen [96, 102, 103]. Für latentes STAT1 konnte gezeigt werden, dass der Im- und Ex-
port auch durch die direkte Interaktion mit dem Kernporen-Komplex möglich ist [33]. 
Der nukleäre Export von STAT1, 2, 3, 5 und 6 wird über die Bindung von Exportin 1 
(CRM1) vermittelt [94, 99, 100, 104, 105]. Dies konnte durch die Verwendung des spezifi-
schen CRM1-Inhibitors Leptomycin B nachgewiesen werden [106]. Der nukleäre Export 
von STAT3 ist sowohl in unstimulierten Zellen, als auch nach stimulationsabhängiger nuk-
leärer STAT3-Akkumulation von CRM1 abhängig [99]. Allerdings zeigt die Inhibierung des 
CRM1-vermittelten Transports keine strikte Blockade des Exports. Dies legt die Vermutung 
nahe, dass noch andere Exportprozesse, wie die direkte Interaktion mit Kernporenprotei-
nen, beteiligt sein könnten. 
Ein bis jetzt völlig unberücksichtigter Aspekt des konstitutiven nukleozytoplasmatischen 
shuttlings ist der Einfluss von präformierten latenten STAT-Dimeren. 
 
1.4.5. Latente STATs 
Unphosphorylierte STAT-Moleküle werden häufig als zytoplasmatische Monomere ange-
sehen. Jedoch ist die Ausbildung von präformierten latenten STAT-Dimeren für STAT1 und 
STAT3 bereits beschrieben [28, 107, 108] und für andere STATs sehr wahrscheinlich. 
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Welche Proteinbereiche die Dimerisierung von unphosphorylierten STATs vermitteln ist nur 
für STAT1 bekannt. Hier scheint die intermolekulare Interaktion der N-terminalen Domänen 
für die Dimerisierung essenziell zu sein, wobei ein weiterer Kontakt zwischen der coiled-
coil-Domäne und der DNS-Bindungsdomäne den Komplex stabilisiert und zu einer antipa-
rallelen Konformation führt (Abb. 4) [109]. 
Die physiologische Bedeutung von un-
phosphoryliertem STAT3 in zellulären Pro-
zessen ist noch weitgehend unklar. Neben 
der Beschreibung von zahlreichen zytop-
lasmatischen Bindungspartnern von laten-
tem STAT3 wird auch die Akkumulation 
von STAT3 in hoch-molekularen Komple-
xen unbekannter Funktion (Statosomen) 
diskutiert [110-112]. Der Einfluss auf Zell-
migration ist über die Interaktion mit Pro-
teinen des Zytoskeletts beschrieben [113]. 
Untersuchungen in Drosophila schreiben 
latentem STAT3 eine wichtige Funktion in 
der Stabilisierung von Heterochromatin zu 
[114]. Auch die Funktion von unphosphoryliertem STAT1 und STAT3 als Ko-Faktor in der 
Regulation der Transkription wird in einigen Veröffentlichungen propagiert [115]. Grund-
sätzlich ist die subzelluläre Verteilung von latentem STAT3, welche durch die Im- und Ex-
portprozesse bestimmt wird, eine entscheidende Voraussetzung für die Verfügbarkeit der 
STAT-Faktoren in den jeweiligen Kompartimenten. 
 
1.5. Grundlagen des nukleozytoplasmatischen Transports 
Die in der Evolution entstandene Kompartimentierung in eukaryotischen Zellen führte un-
ter anderem zur Entstehung des Zellkerns mit der Abgrenzung der darin enthaltenen gene-
tischen Information. Die damit verbundene räumliche Trennung von Transkription und 
Translation in Zellkern und Zytoplasma ermöglichte die Entwicklung von komplexen regu-
latorischen Mechanismen, wie die Prozessierung von primären Gen-Transkripten durch 
splicing oder die Zugangskontrolle von Transkriptionsfaktoren zum Chromatin. 
Abb. 4 Schema der STAT1 Dimerisierung: 
Konformation und Interaktionsbereiche latenter und 
phosphorylierter STAT1 Dimere (entnommen aus 
Mertens et al. (2006) [112]). 
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Der Austausch von Makromolekülen zwischen Kern und Zytoplasma ist nur über die Kern-
poren möglich, welche die Kernhülle durchspannen. Für zelluläre Prozesse ist eine regu-
lierte gerichtete Passage z.B. von Ribonukleinsäuren (tRNS, rRNS, mRNS) ins Zytoplas-
ma, von Histonen in den Kern oder von ribosomalen Proteinen in den Kern und zurück ins 
Zytoplasma erforderlich. Auch nach der Zellteilung sind Transportprozesse von besonderer 
Bedeutung. Nach Auflösung und folgender Reorganisation des Zellkerns müssen Makro-
moleküle wieder in ihre Zielkompartimente transportiert werden. Dies machte die parallele 
Evolution von zielgerichteten aktiven Transportmechanismen notwendig [116, 117]. 
 
1.5.1. Kernporen-Komplex 
Kernporen-Komplexe (nuclear pore complex: NPC) sind supramolekulare Protein-
Organisationen (~100 MDa). Sie durchspannen die innere und äußere Kernmembran und 
ermöglichen den bidirektionalen Austausch von Makromolekülen zwischen dem Zytoplas-
ma und dem Kernplasma. Kernporen haben neben ihrer Funktion als selektive Barriere für 
den nukleozytoplasmatischen Molekül-Austausch auch einen Transport-unabhängigen 
Einfluss auf Chromatin-Organisation und Gen-Regulation [118]. 
Der Aufbau des NPC folgt einer oktagonalen Symmetrie. Die Kernpore besteht aus ~30 
verschiedenen Kernporen-Proteinen (Nukleoporine: Nups) in einer oder mehreren Kopien. 
Der ringförmige transmembrane Hauptkörper hat einen Durchmesser von ~120 nm und 
eine Tiefe von ~70 nm. Vom Hauptkörper erstrecken sich filamentartige Nukleoporin-
Strukturen sowohl ins Zytoplasma als auch in den Kern. Dabei bilden die Kernfilamente 
eine korbartige Struktur aus (Abb. 5). Die meisten Nukleoporine sind symmetrisch im NPC 
verteilt. Einige wenige Nukleoporine sind asymmetrisch zytosolisch, transmembranär oder 
nukleär lokalisiert und übernehmen spezialisierte Funktionen in diesen Kompartimenten. 
Der zentrale Kernporen-Kanal durchmisst 25-40 nm, ist zu einem gewissen Grad flexibel 
und angefüllt mit unstrukturierten Proteinketten der zentralen Nups. Die zahlreichen darin 
enthaltenen hydrophoben Phenylalanin-Glycin-reichen Motive (FG-repeats) interagieren 
miteinander zu einer gelartigen Struktur (Hydrogel).  
Das Größenlimit für schnelle passive Diffusion durch Kernporen wird mit 40 kDa angege-
ben, aber selbst für GFP (27 kDa) ist die Diffusionsgeschwindigkeit schon reduziert [119]. 
Größere Makromoleküle können über Interaktionen mit Transportproteinen (Importine und 
Exportine) zwischen den Kompartimenten ausgetauscht werden. Diese spezialisierten 
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Abb. 5 Schematische Darstellung einer Kernpore: 
Der Porenkanal ist ausgefüllt mit unstrukturierten 
Proteinbereichen der zentralen Nukleoporine 
(modifiziert nach D‟Angelo et al. (2008) [128]). 
zytosolische
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Ring
Zentralkörper
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Transporter katalysieren durch Bindung 
der FG-Motive den gerichteten Trans-
port [120-123]. Dies ist aber keine strikte 
Regel, da Proteine auch über direkte 
spezifische Interaktionen mit Nukleopo-
rinen die Kernpore passieren können 
(z.B. das Adhesions- und Signalmolekül 
-Catenin [124] oder STAT1 [33]). 
Des Weiteren können über die Zeit, ab-
hängig von Proteinladung und –struktur, 
auch größere Proteine langsam durch 
die Kernpore diffundieren. Eine Erklä-
rung ist die variierende Zusammenset-
zung der einzelnen Kernporen durch einen dynamischen Austausch von Nukleoporinen 
[125]. Auch beim Aufbau neuer Kernporen ist die selektive Permeabilität noch nicht ge-
währleistet. Das Gleiche gilt für den Ab- und Wiederaufbau der NPC während des Zell-
Zyklus [126]. Die Interaktion zwischen bestimmten Nukleoporinen ist flexibel, sodass sie 
sich gegeneinander verschieben können [127]. Diese Beobachtungen legen Nahe, dass 
die Kernpore nicht als starre Struktur angesehen werden darf. Durch die Heterogenität im 
komplexen Aufbau des NPC wird eine gewisse Flexibilität des Poren-Durchmessers ge-
währleistet [128]. 
Verschiedene Modelle werden diskutiert, um zu erklären, wie Makromoleküle durch das 
aus FG-repeats bestehende Hydrogel translozieren. In dem Modell des „selektiven Siebs“ 
geht man davon aus, dass die hydrophoben FG-repeats schwach miteinander interagie-
ren. Diese Wechselwirkungen ermöglichen den Ausschluss von Proteinen, welche die 
Siebstruktur nicht auflösen können. Hydrophobe Interaktionsbereiche auf der Oberfläche 
von Transport-Rezeptoren ermöglichen ihnen den Aufschluss der FG-Bindungen und die 
Durchquerung der Kernpore [129]. Ein anderes Modell beruht auf der Existenz einer Ent-
ropie-Barriere für Diffusion innerhalb des NPC-Kanals. Erst die spezifische Bindung an 
FG-repeats ermöglicht es den Transport-Rezeptoren die Barriere zu überwinden [119]. Ein 
drittes Modell basiert auf einem Gradienten der Affinität des Transporters zu verschiede-
nen Nukleoporinen entlang der Kernpore. Die Transporter wandern entlang stärker wer-
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dender Bindungen durch die Kernmembran, wobei die Richtung für Importine und Exporti-
ne durch gegenläufige Bindungsaffinitäten innerhalb der NPC bestimmt wird [130]. Aller-
dings erklärt keine der Theorien den Ablauf der Transportprozesse vollständig. 
 
1.5.2. Karyopherine  
Die aktive gerichtete nukleozytoplasmatische Translokation wird über Transport-
Rezeptoren (Transporter) vermittelt, welche nach Bindung von Substratmolekülen deren 
Translokation durch die Kernporen ermöglichen [117]. Sie werden allgemein als Karyophe-
rine bezeichnet. Neben ihrer hier beschriebenen Funktion im nukleozytoplasmatischen 
Transport haben Karyopherine Aufgaben beim Aufbau der mitotischen Spindel und der 
Kernmembran, aber auch als Chaperone, im mikrotubulären Transport und als neuronales 
Verletzungssignal [131]. 
Die meisten Transportprozesse werden durch die Karyopherin -Superfamilie über den 
direkten Kontakt mit Nukleoporinen des Kernporen-Komplexes vermittelt [132]. Die Familie 
der Karyopherine hat sich während der Evolution vergrößert ( 20 im Menschen) und 
umfasst wenig konservierte superhelikale Proteine, welche zwischen Zytoplasma und Kern 
shutteln und die Fähigkeit zur Bindung der GTPase Ran besitzen. Die Karyopherine be-
stehen aus Wiederholungen von helikalen HEAT-Motiven, die eine Struktur aus zwei be-
weglichen Bögen aufbauen. Eine zentrale Region in dieser flexiblen Struktur dient als Bin-
dungsstelle für Ran-GTP, wogegen Ran-GDP nicht gebunden werden kann.  
Die jeweiligen Homologen der -Karyopherine katalysieren einen unidirektionalen nukleä-
ren Import oder Export ihrer Substrate und werden deshalb entsprechend als Importine 
und Exportine aber auch als Transportine bezeichnet. Die einzige Ausnahme in Säugern 
mit der Funktion sowohl im Import als auch im Export ist Importin 13. Die wohl am besten 
untersuchten Vertreter der Familie der -Karyopherine sind Importin  (Karyopherin 1) 
und CRM1 (Exportin 1). Die meisten Mitglieder der Karyopherin -Familie vermitteln den 
Transport einer Vielzahl von Substraten. Bestimmte Substrate können aber auch von meh-
reren Homologen transportiert werden. Die Interaktion kann direkt [133] oder indirekt über 
Adapter-Proteine verlaufen [134]. Verschiedene Bindungsbereiche im Transport-Rezeptor 
und Konformationsänderungen durch die Bindung von Ran-GTP erklären das breite Subs-
tratspektrum der -Karyopherine [135]. 
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Abb. 6 Nukleärer Import und Export:  
Dargestellt anhand des Importin  und  vermittelten Imports und des CRM1-vermittelten Exports. 
Trotz ihrer strukturellen Ähnlichkeit sind die Transportmechanismen von Importinen und 
Exportinen verschieden. Importine binden ihre Substrate im Zytoplasma und setzen diese 
im Zellkern durch die Bindung von Ran-GTP frei. Genau gegensätzlich dazu binden Ex-
portine Ran-GTP im Zellkern. Durch eine Konformationsänderung können sie daraufhin 
mit ihren Substraten interagieren. Die Freigabe der Substrate im Zytoplasma erfolgt erst 
durch Ablösung von Ran durch einen Hydrolyse-Komplex, welcher Ran-GTP zu Ran-GDP 
umsetzt. Der Zyklus wird durch die Rückkehr von Importin-Ran-GTP ins Zytoplasma und 
Exportin in den Zellkern vervollständigt.  
Der kontinuierliche Import und Export würde schnell zum Verbrauch der nukleären Ran-
GTP Population und damit zum Zusammenbruch dieser Transportmechanismen führen. 
Die Aufrechterhaltung eines Konzentrationsgradienten von nukleärem Ran-GTP und zy-
toplasmatischem Ran-GDP ist für jeglichen gerichteten aktiven Importin/Exportin-
vermittelten Transport essenziell [136]. Deshalb existiert ein nukleozytoplasmatischer Re-
generierungszyklus für Ran-GTP (Abb. 6).  
Die zytoplasmatische Hydrolyse von Ran-GTP zu Ran-GDP erfolgt durch die Bindung der 
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Ran-Bindungsproteine 1 und 2 (RanBP1 und 2), welche Bestandteil der Kernpore 
(RanBP2) oder daran assoziert (RanBP1) sind. Die schnelle Hydrolyse zu Ran-GDP wird 
durch die Rekrutierung von Ran-GAP (Ran-GTPase activating protein) katalysiert [137]. 
Die Regenerierung von Ran-GTP durch Nukleotid-Austausch findet im Zellkern statt. Hier 
setzt RCC1, ein Chromatin-gebundener RanGEF (Ran guanine-nucleotide-exchange fac-
tor), Ran-GDP zu Ran-GTP um [138]. Die Aufrechterhaltung des Ran-GTP/GDP-
Gradienten zwischen Kern und Zytoplasma wird erst durch den konstitutiven Import von 
Ran-GDP über seinen spezifischen Import-Rezeptor NTF2 ermöglicht (Abb. 6) [139]. 
In Untersuchungen zur Bindung von -Karyopherinen an bekannte Substratproteine wur-
den lineare Aminosäurenmotive als Bindungsstellen identifiziert, welche als nukleäre Loka-
lisierungssignale (NLS) oder nukleäre Exportsequenzen (NES) bezeichnet werden. Eine 
der bestuntersuchten NES ist das Bindungsmotiv für CRM1 [140]. Es folgt der Leucin-
reichen Konsensussequenz L-X2-3-(L/I/V/F/M)-X2-3-L-X-(L/I) (X= beliebige Aminosäure). Ein 
Großteil der beschriebenen Substrate von Karyopherinen weist aber keine erkennbaren 
Signalsequenzen auf.  
Durch Kristall-Struktur-Analysen unterstützte Untersuchungen zeigen, dass viele Substrate 
(Proteine und RNS) über komplexere Strukturelemente ( -Helices oder -
Faltblattstrukturen bzw. hairpins) zur Bindung beitragen [141, 142].  
Substrate können auch durch indirekte Bindung über -Karyopherine transportiert werden. 
-Karyopherine, auch -Importine genannt, sind ausschließlich am Import beteiligte Adap-
ter-Proteine, welche nicht selbstständig den Import katalysieren können [143] und somit im 
engeren Sinne auch keine Karyopherine sind. Es sind bis heute sechs humane Isoformen 
bekannt, aber weitere werden vermutet. -Importine sind aus Armadillo-Motiven aufgebau-
te superhelikale Proteine mit zwei Bindungstaschen für NLS aus einfachen (monopartiten) 
bzw. zweifachen (bipartiten) basischen Aminosäurensequenzen (Abb. 7). 
Monopartite NLS werden von der größeren der Taschen in -Importinen gebunden. Für die 
Interaktion mit bipartiten NLS sind beide Bindungstaschen nötig (Abb. 7) [144, 145]. Mono- 
und bipartite NLS waren die ersten identifizierten Bindungssequenzen für Importine und 
werden auch als „klassische“ NLS bezeichnet. Die bekanntesten Beispiele für „klassische“ 
NLS und ihre abgeleiteten Konsensus-Sequenzen sind die monopartite NLS des SV40 T 
Antigens K-(K/R)-X-(K/R) und die bipartite NLS von Nukleoplasmin (K/R)-(K/R)-X10–12-
(K/R)3-5 (X = beliebige Aminosäure). Die Bindungsaffinitäten von „klassischen“ NLS zu den 
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verschiedenen Importin  Isoformen können zum Teil auch durch flankierende Sequenzbe-
reiche bestimmt werden [145, 146]. Neben den linearen Bindungsmotiven ist eine Interak-
tion über strukturelle Motive, wie z.B. für STAT1 beschrieben [147], möglich. Dies macht 
die Identifizierung der Bindungsbereiche selbst in bekannten Substraten schwierig. 
Die NLS-Bindungsbereiche in Importin  werden intramolekular durch die amino-terminal 
gelegene Importin -Bindungsdomäne (IBB) abgedeckt [148]. Über diese Autoinhibierung 
wird die Bindung einer Substrat-NLS verhindert. Erst nach der Bindung der IBB durch Im-
portin  wird der NLS-Bindungsbereich für Substrate zugänglich und der ternäre Trans-
port-Komplex kann sich ausbilden (Abb. 6 und 7) [149]. Der daraufhin folgende Transport 
in den Zellkern wird häufig als „klassischer“ Import-Mechanismus dargestellt. Der Komplex 
zerfällt im Kern durch die Konformationsänderung von Importin  nach Ran-GTP-Bindung 
[150]. Die Interaktion zwischen Importin  und seinem Substrat kann durch zwei verschie-
dene Mechanismen gelöst werden. Zum einen durch direkte Konkurrenz der IBB-Domäne 
Abb. 7 Dreidimensionale Struktur des Importin  Komplexes:  
Zusammengefügter Komplex aus zwei Kristall-Strukturen. Murines Importin  (70-529) mit gebundener 
NLS von Nukleoplasmin. Humanes Importin  mit gebundener IBB Domäne von Importin  (27-54) 
(Cingolani et al. (1999); Fontes et al. (2000) [145, 149]). 
Importin 
Importin 
IBB Domäne
bipartite NLS
von Nukleoplasmin
C-
N-
-C
kleine Bindungstasche
große Bindungstasche
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und der NLS um die Bindungsbereiche in Importin  [151, 152]. Zum anderen kann das 
Nukleoporin Nup50 die Substrat-NLS verdrängen und in der Folge durch die Bindung des 
Exportins CAS an Importin wieder abgelöst werden [153]. Danach kann Importin  über 
CAS/Ran-GTP in das Zytoplasma zurücktransportiert werden [154]. 
 
1.5.3. Regulationsmechanismen des nukleozytoplasmatischen Transports 
Eine Reihe von spezifischen Mechanismen regulieren den Kerntransport als Reaktion auf 
eine Vielzahl von Signalen wie Hormone, Zytokine, Wachstumsfaktoren und Zellzyklus-
Phasen in Entwicklung, Immunantworten und Stress. Posttranslationale Modifikationen 
von Signalmolekülen sind dabei häufig involviert (Phosphorylierung, Methylierung, Ubiqui-
tinierung und Poly(ADP)ribosylierung) [155], wobei Phosphorylierung und Dephosphorylie-
rung die am besten verstandenen Mechanismen sind, die den nukleären Transport regulie-
ren [156]. Kinasen und Phosphatasen können von vielen verschiedenen extrazellulären 
Signalen reguliert werden. Über diesen direkten Weg kann die subzelluläre Lokalisation 
von Signalmolekülen, wie Zellzyklus-Regulatoren, Kinasen und Transkriptionsfaktoren, 
durch nukleären Import oder Export moduliert werden. Gerade Transkriptionsfaktoren be-
sitzen häufig NLS- und NES-Motive. Ihre nukleären Konzentrationen können somit durch 
die Modulation von nukleärem Import und Export streng geregelt werden. 
Der entscheidende Schritt der Regulierung ist die Zugänglichkeit der Substrat-NLS/NES 
für Transport-Rezeptoren. Die Erkennung wird häufig durch intra- oder intermolekulare 
Maskierung verhindert. Bei intramolekularer Maskierung verhindert Ladung oder Konfor-
mation des Moleküls die Interaktion mit Transport-Rezeptoren [157]. Die Bindung von 
Interaktionspartnern in Bereichen der NLS/NES-Motive kann intermolekular die Anlage-
rung von Importinen und Exportinen unterbinden [158]. Diese intermolekulare Inhibierung 
kann auch über Kompartiment-spezifische Ankerproteine vermittelt werden [159, 160]. In 
allen Regulationsmechanismen kann der Phosphorylierungstatus von Proteinen die Inter-
aktion durch Freigabe oder Ausbildung von NLS bzw. NES regulieren.  
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1.6. Zielsetzung der Arbeit 
Die pathophysiologische Bedeutung des Transkriptionsfaktors STAT3 in der Entwicklung 
von chronischen Entzündungen, Autoimmunerkrankungen und Krebsentstehung ist etab-
liert. Dadurch wurde auch STAT3 in den Fokus von pharmakologischen Interventionen ge-
rückt. Sowohl für das Verständnis der Krankheitsentstehung als auch für die Entwicklung 
von STAT3-Inhibitoren ist das Wissen über das zelluläre Verhalten von STAT3 essenziell. 
Gerade die nukleäre Translokation ist für den Transkriptionsfaktor STAT3 von besonderer 
Bedeutung. Allerdings sind die nukleären Translokationsprozesse für aktiviertes und laten-
tes STAT3 noch nicht genau verstanden. 
In dieser Arbeit sollte die Dynamik und die strukturellen Voraussetzungen des konstitutiven 
nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3 in lebenden Zellen näher untersucht wer-
den. 
Um intrazelluläre Proteinbewegungen in Echtzeit zu untersuchen, bietet sich die konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie an. Die nukleären Translokationsprozesse von STAT3 können vi-
sualisiert werden, indem Fusionsproteine von STAT3 mit CFP (cyan fluorescent protein) 
und YFP (yellow fluorescent protein) in Zellen exprimiert werden. Die Dynamik des nukleo-
zytoplasmatischen shuttlings von STAT3-CFP-YFP (STAT3-CY) kann durch die Mikrosko-
piemethode iFLAP (intracatenar fluorescence localization after photobleaching) bestimmt 
werden. Diese Experimente werden mittels konfokaler laser scanning Mikroskopie in Echt-
zeit mit lebenden Zellen durchgeführt. 
In einem ersten Schritt sollte die Bedeutung der wichtigsten postulierten NLS und NES in 
STAT3 für die Dynamik des nukleozytoplasmatischen shuttlings in unstimulierten Zellen 
geklärt werden.  
Untersuchungen des nukleozytoplasmatischen shuttlings von unphosphoryliertem STAT3 
weisen auf einen konstitutiven basalen nukleären Import und Export in unstimulierten Zel-
len hin [92]. Über welche strukturellen Bereiche in STAT3 der Import und Export vermittelt 
wird ist noch nicht endgültig geklärt. Es wurden schon Signalsequenzen in STAT3 für die 
Interaktion mit -Importinen und CRM1 postuliert [97, 99]. Allerdings sind diese Sequen-
zen schlecht charakterisiert und ihr Einfluss auf das konstitutive nukleozytoplasmatische 
shuttling von latentem STAT3 nicht näher untersucht. Aus diesem Grund wurden Mutatio-
nen in postulierte NLS (R214A/R215A) bzw. NES (L525A/L528A) in STAT3-CY eingeführt 
und das nukleozytoplasmatische shuttling im Vergleich zu STAT3-CY untersucht. 
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Ein weiterer Fokus lag auf der Untersuchung des Einflusses von präformierten latenten 
STAT3-Dimeren auf das nukleozytoplasmatische shuttling. 
Obwohl die Existenz von präformierten latenten STAT3-Dimeren bekannt ist [107] wurde 
ihre Bedeutung für die nukleäre Translokation von latentem und aktiviertem STAT3 noch 
nicht untersucht. Auch die strukturellen Bereiche von STAT3, welche die Dimerisierung 
vermitteln sind nicht aufgeklärt. Durch die Analyse von Mutanten des Fusionskonstruktes 
STAT3-CY sollten Proteinbereiche eingegrenzt werden, welche für die Dimerisierung es-
senziell sind. Das erworbene Wissen wurde genutzt, um das nukleozytoplasmatische 
shuttling von monomerem latenten STAT3 zu untersuchen und mit dem von Wildtyp 
STAT3 zu vergleichen. 
In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte die Dynamik des nukleozytoplasmatischen shutt-
lings von konstitutiv aktiviertem STAT3 untersucht und mit der von latentem STAT3 vergli-
chen werden. 
Nach Aktivierung am Rezeptor akkumuliert phosphoryliertes STAT3 im Zellkern. Durch 
nukleäre Phosphatasen wird STAT3 dephosphoryliert und aus dem Kern exportiert. Diese 
Einzelschritte sollten einen Reaktivierungskreislauf möglich machen. Die Dynamik dieses 
Kreislaufes ist noch nicht beschrieben und von besonderer Relevanz für Erkrankungen mit 
Beteiligung von dauerhaft aktiviertem STAT3. Für diese Studie wurde STAT3 durch die 
Expression einer konstitutiv aktiven Tyrosinkinase (v-Src) dauerhaft phosphoryliert und 
das nukleozytoplasmatische shuttling mittels der iFLAP-Methode nachgewiesen. 
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Verbrauchsmaterialien 
2.1.1. Chemikalien 
Alle verwendeten Chemikalien wurden in der Qualität pro analysi eingesetzt. Alle wässri-
gen Lösungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt.  
 
2.1.2. Zytokine und Rezeptoren 
Rekombinantes humanes IL-6 (IL-6) wurde präpariert wie beschrieben [161]. Die spezifi-
sche Aktivität betrug 2x106 BSF2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. Löslicher hu-
maner IL-6 Rezeptor  (sIL-6R ) wurde präpariert wie beschrieben [162]. 
 
2.1.3. Antikörper 
Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung 
Anti-STAT3 
(124H6) 
STAT3 polyklonal Maus Cell Signaling, 
USA 
IF 
Anti-STAT3 
(C20) 
C-Terminus von 
STAT3 
polyklonal Kaninchen Santa Cruz, USA WB 
Anti-pSTAT3 
(pY705) 
Phosphotyro-
sin705-Motiv 
von STAT3 
polyklonal Kaninchen Cell Signaling, 
USA 
WB 
Anti-GAPDH 
(6C5) 
GAPDH monoklonal Maus Santa Cruz, 
USA 
WB 
Anti-Tubulin-  
(AC-15) 
C-Terminus 
von Tubulin-  
monoklonal Maus Sigma, 
USA 
WB 
Ziege-anti-
Kaninchen-
IgG/HRP 
konstanter Bereich 
des Immunglobu-
lins 
polyklonal Kaninchen DAKO,  
Hamburg 
WB 
Ziege-anti-
Maus-
IgG/HRP 
konstanter Bereich 
des Immunglobu-
lins 
polyklonal Maus DAKO,  
Hamburg 
WB 
Anti-Src 
(pY418) 
Phosphotyro-
sin418-Motiv 
von Src 
polyklonal Kaninchen Invitrogen, 
USA 
IF 
Esel-Anti-
Maus-IgG/Cy2 
konstanter Bereich 
des Immunglobu-
lins 
polyklonal Esel Jackson Immuno 
Lab., USA 
IF 
Esel-Anti-
Kaninchen-
IgG/Cy3 
konstanter Bereich 
des Immunglobu-
lins 
polyklonal Esel Jackson Immuno 
Lab., USA 
IF 
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2.1.4. Plasmide 
Vektor Insertion - Resistenz bezogen von 
pCR
®
 2.1-Topo® Leervektor, 
Kanamycin-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz,  
Invitrogen, USA 
pOG44 Flp-Rekombinase, 
Ampicillin-Resistenz 
Invitrogen, USA 
pFRT/lacZeo 
 
FRT(Flp recombination target)-Sequenz, 
-Galaktosidase, 
Zeocin-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
Invitrogen, USA 
pcDNA5/FRT/TO FRT(Flp recombination target)-Sequenz, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
Invitrogen, USA 
pSVL-STAT3-CY STAT3  C-terminal fusioniert an CFP-YFP, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3-CY 
STAT3 -CY, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3- NLS-CY 
STAT3 - NLS-CY, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3- NES-CY 
STAT3 - NES-CY, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3-VL-CY 
STAT3 -VL-CY, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3- Nt-CY 
STAT3 - Nt-CY, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
STAT3-YFP 
STAT3 -YFP, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA5/FRT/TO- 
CFP-YFP 
CFP-YFP, 
Hygromycin B-Resistenz, 
Ampicillin-Resistenz 
 
pM-v-Src Virale Src-Kinase, 
Ampicillin-Resistenz 
J. Turkson 
(University of Central Florida, USA) 
pcDNA3- 
v-Src-DsRed 
Virale Src-Kinase C-terminal fusioniert an 
DsRed-Monomer 
Ampicillin-Resistenz 
 
pcDNA3-huFyn Humane Fyn-Kinase, 
Ampicillin-Resistenz 
R. Morriggl 
(Ludwig Boltzmann Institut, Wien, 
Östereich) 
pMSCV- 
BCR/Abl-IRES-
GFP 
BCR/Abl und GFP, 
Ampicillin-Resistenz 
R. Morriggl 
(Ludwig Boltzmann Institut, Wien, 
Österreich) 
pLNCX-Abl 
 
Abl-Kinase P. Rothman 
(University of Iowa, USA) 
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2.1.5. Oligonukleotide 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (MWG Biotech AG, Ebers-
berg, Deutschland) bezogen oder waren im Labor vorhanden. 
 
Entworfene primer: 
R214A/R215A (sense)  5‟ -cagatggcgg caagcattg- 3‟ 
R214A/R215A (antisense)  5‟ -caatgcttgc cgccatctg- 3‟ 
L525A/L528A (sense)  5‟ -aggcgacaac ggctgagaag c- 3‟ 
L525A/L528A (antisense)  5‟ -cagccgccgt tgtcgcctgc tcg- 3‟ 
V77A/L78A (sense)   5‟ -gagtccaatg ccgcctatca gcac- 3‟ 
V77A/L78A (antisense)  5‟ -gtgctgatag gcggcattgg actc- 3‟ 
Nt (sense)    5‟ -tattctcgag atgcagcaag ggggccaggc caa- 3‟ 
CY-XhoI (sense)   5‟ -atccgctcga gcgctaccgg tcgccac- 3‟ 
 
Vorhandene primer: 
XbaI (sense)    5‟ -gagtgcagga tctagaacag- 3‟ 
Eco81I (sense)    5‟ -aagcacctga cccttagg- 3‟ 
Eco81I (antisense)   5‟ -cattcccaca tctctgctc- 3‟ 
BstEII (antisense)   5‟ -agctcctcgc ccttgctcac- 3‟ 
XmaI (antisense)   5‟ -tgaagcgcag taggaagg- 3‟ 
STATI (sense)    5„ -cgcctcctcc agacggca- 3„ 
 
2.2. Allgemeine zellbiologische Methoden 
2.2.1. Kultivierung von prokaryotischen Zellen 
Zur Klonierung wurden die Bakterienstämme Escherichia coli One Shot® Top10 (Invitro-
gen, USA), JM83 und JM110 verwendet. Rekombinante Bakterien wurden in LB-
Flüssigmedium oder auf LB-Nährböden mit Ampicillin-Zusatz (100 mg/l) kultiviert. Zur Si-
cherung der Klonierungsprodukte wurden Stammkulturen mit 20% Glycerin versetzt und 
bei -80 C eingelagert. 
 
JM83:  F
-
 ara (lac-proAB) rpsL (Str
r
) 80 d lac  (lacZ)M15  thi 
JM110:  F„ traD36 lacI
q
 (LacZ) M15 pro A
+
B
+
/rpsL /STr
r
) thr leu thi lacY galK galT ara FhuA dam 
dcm glnV44 (lac-proAB) 
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LB-Flüssigmedium: 5 g/l NaCl 
 5 g/l Hefe-Extrakt (Difco,Detroit,USA) 
 10 g/l Bactotrypton (Difco,Detroit,USA) 
 
LB-Nährboden: LB-Flüssigmedium mit 1,5% Bacto-Agar (w/v) 
 
2.2.2. Kultivierung von eukaryotischen Zellen 
Die Zellen wurden in den angegebenen Medien mit Zusätzen kultiviert. Penicillin wurde in 
der Konzentration von 60 mg/l, Streptomycin von 100 mg/l zugesetzt. Die Kultivierung er-
folgte bei 37 C und wassergesättigter Luft mit 5% CO2-Gehalt. Zur Weiterkultivierung wur-
den adhärent wachsende Zellen konfluenter Platten nach Waschen mit PBS mit Tryp-
sin/EDTA-Lösung von den Gefäßböden gelöst. Die Zellen wurden durch mehrmaliges auf- 
und abpipettieren vereinzelt und in Verdünnungen von 1:2 bis 1:10 auf neue Platten mit 
frischem Medium ausgesät. HepG2 Zellen wurden zur Vereinzelung durch Kanülen gezo-
gen. Eine Langzeitlagerung eukaryotischer Zellen erfolgte in Kulturmedium nach Zusatz 
von 10% DMSO bei -196°C in flüssigem Stickstoff. 
 
HepG2: Adhärent wachsende humane Hepatom-Zelllinie (A.T.C.C., USA). Kultivierung 
in DMEM/NUT-MIX-F12-Medium mit 10% FKS und 5% Penicillin/Streptomycin. 
 
COS-7: Adhärent wachsende Affennierenzellen (A.T.C.C., USA). Kultivierung in DMEM-
Medium mit 10% FKS und 5% Penicillin/Streptomycin. 
 
MEF / : Adhärent wachsende murine embryonale Fibroblasten, defizient für STAT3 (be-
zogen von V. Poli, Turin, Italien). Kultivierung in DMEM-Medium mit 10% FKS 
und 5% Penicillin/Streptomycin. 
 
MEFfl/fl: Adhärent wachsende murine embryonale Fibroblasten (bezogen von V. Poli, 
Turin, Italien), deren Gen für STAT3 von Cre/lox Sequenzen flankiert wird. Kulti-
vierung in DMEM-Medium mit 10% FKS und 5% Penicillin/Streptomycin. 
 
DMEM Flüssigmedium     (Gibco,Eggenstein) 
DMEM/F12 Flüssigmedium    (Gibco,Eggenstein) 
FKS (mykoplasmenfreies fötales Kälberserum) (Cytogen) 
Penicillin/Streptomycin     (Cytogen) 
Trypsin (0.05%)/EDTA (0.02%)-Lösung   (Cytogen) 
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PBS (phosphate buffered saline): 200 mM  NaCl 
 2,5 mM  KCl 
 8 mM  Na2HPO4 
 1,5 mM  KH2PO4 
   pH 7.4 
 
2.3. Allgemeine molekularbiologische Methoden 
2.3.1. Herstellung kompetenter Bakterien 
Die E. coli Stämme JM83 und JM110 wurden durch Behandlung mit RbCl und CaCl2 für 
die Aufnahme von DNS kompetent gemacht. 
Zur Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien wurden 50 ml LB-Medium mit Zellmaterial 
einer Glycerinkultur des entsprechenden Bakterienstamms angeimpft und ü.N. bei 37°C 
mit 225 Upm geschüttelt. 
Die Hauptkultur (250 ml LB-Medium) wurde mit Zellsuspension der stationär gewachsenen 
Kultur bis zu einer OD600 von 0,05 angeimpft. Nach ca. 2,5-3 h hat die Kultur eine OD von 
0,3-0,6 (Optimum 0,4) erreicht; dabei wurde das Wachstum alle 30 min kontrolliert.  
Alle folgenden Schritte erfolgten mit vorgekühlten Gefäßen und auf Eis. Die Zellen wurden 
für 10-20 min auf 0°C abgekühlt, in einen Zentrifugenbecher überführt und durch Zentrifu-
gation sedimentiert (10 min, 2700 g, 4°C). Die sedimentierten Bakterien wurden schonend 
in 10 ml eiskaltem TfB1 resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 2700 g, 4°C) 
wurden die Zellen in 4 ml TfB2 aufgenommen und vorsichtig resuspendiert.  
Die kompetenten Bakterien wurden in 200 l Aliquots auf Eppendorfgefäße verteilt und bei 
-80°C gelagert. Zur Ermittlung der Kompetenz wurde eine Testtransformation mit 1 ng su-
perhelikaler Plasmid-DNS durchgeführt. 
 
TfB1-Puffer: 100 mM RbCl 
 50 mM MnCl2 
 30 mM Kaliumacetat 
 10 mM Calciumchlorid 
 15 % Glycerol (v/v) 
   pH 5.8 (bei 20-25°C)   
   mit Essigsäure einstellen 
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TfB2-Puffer: 10 mM  RbCl 
 10 mM  MOPS pH 8.0 
 75 mM  CaCl2 
 15 % Glycerol (v/v) 
   pH 6.8 (bei 20-25°C) mit NaOH einstellen 
 
2.3.2. Transformation kompetenter Bakterien 
10-20 l der Ligationsansätze oder 1-5 ng Plasmid-DNS wurden mit 100 l kompetenten 
Bakterien versetzt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 90 s bei 
42 C und eine weitere Phase auf Eis von 2 min. Diesem Transformationsansatz wurde 
900 l LB-Flüssigmedium zugegeben. Die Bakterienkultur inkubierte bei 37 C für 45 min 
unter ständigem Schütteln. Die Kultur wurde abzentrifugiert und 800 l Überstand verwor-
fen. Das Zellsediment wurde in den verbliebenen 200 l resuspendiert und auf LB-
Nährböden mit Ampicillin zur Selektion ausgestrichen. Rekombinante Klone wuchsen im 
Brutschrank bei 37 C über Nacht zu Kolonien an und wurden anschließend einer Analyse 
unterzogen. 
 
2.3.3. Transfektion eukaryotischer Zellen 
Transiente Transfektion: 
MEF oder COS-7 Zellen einer 80-100% konfluent bewachsenen 10 cm-Kulturschale wur-
den mittels einer Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst. Das Transfektionsgemisch wurde aus 
OPTIMEM (Gibco, Paisley, UK) ohne FKS, DNS und FuGENE6 (Roche, Mannheim, 
Deutschland) nach Herstellerangaben hergestellt und für 15 min bei RT inkubiert. Die Zell-
suspension wurden in vorgelegtes DMEM + FKS gegeben. Zur Zellsuspension wurde das 
Transfektionsgemisch gegeben, die Zellen auf Kulturschalen oder auf runde Deckgläser in 
12-well-Platten ausgesät und bei 37°C inkubiert. Nach 24 h wurde das Transfektionsge-
misch abgezogen und die transfizierten Zellen wurden für weitere 24 h subkultiviert. Bei 
der Transfektion von HepG2 Zellen wurde identisch verfahren, nur wurde DMEM/NUT-
MIX-F12-Medium verwendet. 
Stabile Transfektion (Flp-In System): 
Die stabile Transfektion von MEF Zellen wurde mit dem Flp-In System (Invitrogen, USA) 
durchgeführt. Dazu wurde durch die Transfektion mit dem Vektor pFRT/lacZeo eine 
FRT(Flp recombination target)-Sequenz in das Genom von MEF /  Zellen stabil integriert. 
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Nach Selektion durch Zugabe von Zeocin (Invitrogen) in das Kulturmedium (Endkonzent-
ration 400 g/ml) wurden einzelne Klone isoliert. Um sicherzustellen, dass nur eine FRT-
Stelle im Genom lokalisiert ist, wurde die Gesamt-DNS der Klone isoliert und mittels Sou-
thern-Blot untersucht. Ein Zell-Klon mit nur einer FRT-Stelle, mit normaler Zellproliferation 
und Morphologie wurde im weiteren Versuchsablauf weiterverwendet. Das Fusionsprotein 
STAT3-CY bzw. seine Mutanten wurden in die, von FRT-Sequenzen flankierte, multiple 
cloning site des Vektors pcDNA5/FRT/TO eingeführt. Der Vektor pOG44 kodiert für die 
Flp-Rekombinase, welche die homologe Rekombination von FRT-Sequenzen katalysiert. 
Durch Ko-Transfektion von pcDNA5/FRT/TO und pOG44 wurden die Konstrukte in die 
genomischen FRT-Stelle eingebracht und eine Hygromycin-Resistenz vermittelt. Die Se-
lektion erfolgte durch Zugabe von Hygromycin B ins Kulturmedium (Endkonzentration 
1000 g/ml). Die so erhaltenen stabilen Klone wurden in den weiteren Experimenten ver-
wendet. 
 
2.3.4. Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der spezifischen 
Amplifikation von DNS-Abschnitten oder der gerichteten Mutagenese, z.B. zum Einführen 
von Mutationen oder Schnittstellen. Das Prinzip der PCR ist die exponentielle Vermehrung 
eines spezifischen DNS-Abschnittes, welcher von zwei Oligonukleotiden (primer) flankiert 
wird. Das Produkt eines Reaktionszyklus fungiert in den nachfolgenden Reaktionsschritten 
erneut als Substrat der Polymerase.  
Nachdem die Matrizen-DNS durch Hitzebehandlung bei 96°C denaturiert ist, hybridisieren 
während der nachfolgenden Abkühlungsphase kurze Oligonukleotide (primer) an die 
komplementären Stränge der einzelsträngigen Ziel-DNS (annealing). 
Die betreffenden Oligonukleotide sind so gewählt, dass sie die Zielsequenz flankieren und 
je eines mit dem kodierenden und eines mit dem nicht-kodierenden DNS-Strang hybridi-
siert. Bei 72°C synthetisiert die thermostabile Taq-DNS-Polymerase unter Zusatz von Nuk-
leotiden (dNTPs) und Mg2+-Ionen vom 3‟-Ende der Oligonukleotide einen neuen DNS-
Strang komplementär zum Matrizenstrang durch den Einbau von Desoxynukleotiden 
(Elongation). Die gesamte Reaktion basiert auf der Wiederholung dieser drei Reaktions-
schritte (Zyklen), sodass der betreffende Abschnitt der Matrizen-DNS annähernd exponen-
tiell vermehrt wird. 
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Fusions-PCR: 
Um PCR-Amplifikate in einen Expressionsvektor zu ligieren, müssen Vektor und Amplifikat 
mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen geschnitten werden. Dies erforderte 
die Verwendung von primer, die Restriktionsschnittstellen enthalten. Häufig sind zur Ein-
führung einer Mutation Mutations-primer ohne interne Schnittstelle nötig. Um das mutierte 
Fragment zu erhalten, werden zwei PCR-Reaktionen mit je einem Restriktions-primer und 
einem Mutations-primer durchgeführt. Die Mutations-primer sind sense- und antisense-
primer derselben zu mutierenden Sequenz. Die zwei resultierenden Amplifikate enthalten 
nun die komplementären Sequenzen am Strangende. Als letzter Schritt wird eine PCR mit 
den beiden Amplifikaten als Matrize und den Restriktions-primer durchgeführt. Die beiden 
Matrizenstränge hybridisieren mit der komplementären Sequenz und bilden so die Matrize 
für das Endprodukt, ein Amplifikat mit Restriktionsschnittstellen an beiden Enden. 
 
PCR-Reaktionsansatz: 
 Konzentration der  Stammlösung Endkonzentration 
 Reaktions-Puffer 10 x 1 x 
 MgCl2 25 mM 1,5 mM 
 dNTP-Mix 25 mM 0,2 mM 
 sense Primer 10 pmol 0,2 pmol 
 antisense Primer 10 pmol 0,2 pmol 
 Taq-Polymerase 5 U/ l 0,5-1 U 
 DNS-Matrize variabel 
 ddH2O ad 50 l 
 
Reaktionszyklus: 
 Initiale Denaturierung 96 °C 120 s  
 Denaturierung 96 °C 60 s  
 Hybridisierung 50-60 °C 90 s  
 Synthese 72 °C 90 s  
 Auffüllreaktion 72 °C 240 s  
  30 Zyklen 
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2.3.5. Isolierung von Plasmid-DNS 
Minipräparation: 
Zur Analyse positiver Klone wurden 3 ml LB-Flüssigmedium mit Ampicillinzusatz mit ein-
zelnen Kolonien einer Transformationsplatte angeimpft. Das Anwachsen der Kultur erfolgte 
bei 37 C im Schüttler. Nach ca. 6 h oder einer Nacht wurden die Zellen abzentrifugiert und 
aus dem Zellpellet die Plasmid-DNS isoliert. Dies erfolgte mittels des QIAprep-Miniprep-Kit 
(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die DNS wurde in Chromatographie-Wasser 
(Merck) aufgenommen. 
Maxipräparation: 
Um größere Mengen an Plasmid-DNS zu gewinnen wurden Übernachtkulturen rekombi-
nanter Bakterien in LB-Flüssigmedium (150-300 ml) angesetzt. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugation sedimentiert. Die Isolierung der Plasmid-DNS erfolgte mit Hilfe des QIAp-
rep-Maxiprep-Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die DNS wurde in Chromatog-
raphie-Wasser (Merck) aufgenommen. 
 
2.3.6. Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
Zur Konzentrationsbestimmung des DNS-Gehalts einer Probe wird die optische Dichte 
mittels eines UV-Spektrometers (NanoDrop, ThermoScientific) bei einer Wellenlänge von 
260 nm gemessen. Eine Extinktion von E260=1 entspricht einer Konzentration von 50 g 
doppelsträngiger DNS pro ml. Über die Messung der optischen Dichten bei 260 nm und 
280 nm wurde der Reinheitsgrad der DNS-Probe bestimmt. Der Quotient OD260/OD280 soll-
te bei reinen Präparationen im Bereich zwischen 1,8 und 2,0 liegen. 
 
2.3.7. Enzymatischer Verdau von DNS mit Restriktionsendonukleasen 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Restriktionen von DNS erfolgten nach den Hersteller-
angaben der jeweiligen Enzymen. Das Enzym wurde im vierfachen Überschuss eingesetzt 
und der Verdau bei angegebener Temperatur für 1 h bei analytischen und für 2-6 h bei 
präparativen Restriktionen inkubiert. Bei Restriktionen mit zwei Enzymen erfolgte dies nur 
in demselben Ansatz, wenn Temperatur und Pufferbedingungen den Aktivitätsanforderun-
gen der Endonukleasen entsprachen. Sofern dies nicht der Fall war, wurden zwei Restrik-
tionen in Folge durchgeführt. Nach dem ersten Verdau wurde die geschnittene DNS durch 
Zugabe von 0,1 Vol 3 M NaAcetat pH 5.2 und 2,5 Vol absolutem Ethanol gefällt. Nach an-
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schließender Zentrifugation (14000 g, 20 min, 4 C) wurde die sedimentierte DNS mit 70% 
Ethanol gewaschen, abzentrifugiert (14000 g, 5 min, 4 C), getrocknet und in Chromatog-
raphie-Wasser (Merck) aufgenommen. Danach erfolgte die Restriktion mit dem zweiten 
Enzym. Zur Durchführung eines partiellen Verdaus wurde nach Zugabe des ersten En-
zyms für 20 s bei RT inkubiert. Die Restriktion wurde durch Erhitzen auf 95 C gestoppt. Es 
folgte eine kurze Inkubation auf Eis. Die Restriktion des gewünschten Fragments wurde im 
Agarose-Gel kontrolliert und die entsprechende Bande ausgeschnitten. Die Isolierung aus 
dem Gel-Block wurde wie beschrieben durchgeführt (Kapitel 2.3.9.).  
Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche (Mannheim), AGS (Heidelberg), MBI 
Fermentas (St. Leon/Rot) und NEB (New England Biolabs, USA) bezogen. 
 
2.3.8. Agarose-Gel-Elektrophorese zur Auftrennung von DNS-Fragmenten 
Um ein Gemisch von DNS-Fragmenten aufzutrennen und die gewünschten Fragmente 
isolieren zu können, bedient man sich der Methode der Agarose-Gelelektrophorese. In ei-
nem elektrischen Gleichspannungsfeld wandern die negativ geladenen DNS-Moleküle 
durch eine Agarose-Gelmatrix. Die Auftrennung erfolgt durch die unterschiedlichen Wan-
derungsgeschwindigkeiten der Fragmente, welche durch deren Größe bedingt ist.  
Es wurden 1% Agarose-Gele (Seakem-LE-Agarose, Biozym, Hameln in TAE-Puffer) ver-
wendet. Zur Detektion der DNS im UV-Licht wurde den Gelen Ethidiumbromid (Endkon-
zentration: 20 g/ml) beigefügt, welches in die Doppelhelix der DNS interkaliert. Die Pro-
ben wurden mit 0,1 Vol 6x DNS-Ladepuffer vermischt. Als Größenstandard wurde die 1 
kB-Leiter verwendet. 
 
6x DNS-Ladepuffer: 15 % Ficoll 400.000 
 0,24 % Xylencyanolblau 
 0,24 % Bromphenolblau 
 
1x TAE-Laufpuffer: 40 nM Tris-Base 
 50 mM EDTA 
 5 mM Na-Acetat 
 32 mM Essigsäure 
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2.3.9. Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarosegelen 
Um die gewünschten DNS-Fragmente zu isolieren, wurde die entsprechende Bande aus 
dem Gel ausgeschnitten. Die Elution aus dem Gel erfolgte mit dem QIAquick-Gel-
Extraction-Kit (Quiagen, Hilden) laut Herstellerangaben. Die DNS wurde in Chromatogra-
phie-Wasser (Merck) aufgenommen. 
 
2.3.10. DNS-Ligation 
Zur Ligation doppelsträngiger DNS wurde T4-DNS-Ligase in ATP-enthaltendem Ligations-
puffer (Roche, Mannheim) verwendet. Pro Ansatz wurden 20-100 ng geschnittener Vektor 
und ein 3-10 facher molarer Überschuß an zu inserierender DNS eingesetzt. Der Ansatz 
wurde 2-4 h bei 37 C oder über Nacht bei RT inkubiert und in kompetente Bakterien trans-
formiert. 
 
10x Ligationspuffer:  440 mM Tris/HCl, pH 8.0 
 220 mM Tris/HCl, pH 7.4 
 100 mM DTT 
 100 mM MgCl2 
 5 μg/ml BSA 
 10 mM ATP 
 
2.3.11. Automatische DNS-Sequenzierung 
Die Sequenzierung von DNS erfolgte durch die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg). Es 
wurden 1 g Plasmid-DNS und entsprechende Oligonukleotide zur Sequenzierung einge-
sendet. Alle verwendeten Oligonukleotid-primer wurden von MWG bezogen oder waren im 
Labor vorhanden. 
 
2.3.12. Isolation genomischer DNS 
Eine 90% konfluente 10 cm-Zellkulturschale wurde wie beschrieben trypsinisiert und die 
Zellen in 9 ml Medium aufgenommen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation mit 1000 
Upm bei 4°C für 5 min sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 3 ml PBS gelöst, aber nur 500 
l der Zellsuspension wurden im Weiteren eingesetzt. Der Aufschluss der Zellen und die 
Isolation der DNS erfolgten mittels des QIAamp-DNA-Mini-Kit (Qiagen, Hilden). Die geno-
mische DNS wurde in Chromatographie-Wasser (Merck) aufgenommen und ihre Konzent-
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ration im Photometer bestimmt. 
 
2.3.13. Herstellung radioaktiv-markierter Sonden 
Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNS erfolgte durch Auffüllen 5„-
überhängender Enden mit dem Klenow-Enzym. Dabei wurde [ 32P]dATP zur Markierung 
eingesetzt. Nach einer Inkubation des Reaktionsansatzes für 30 min bei 37°C wurden die 
freien Nukleotide mit Hilfe des QIAquick-Nucleotide-Removal-Kit (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) abgetrennt. Die gebundene Radioaktivität wurde im -Counter bestimmt. 
 
 Markierungsansatz: 2,5 pm DNS 
 6 µl 10x Reaktionspuffer M (Roche) 
 je 1 µl dCTP(0,5 mM), dGTP(0,5 mM),  
   dTTP (0,5 mM) 
 45,5 µl H2O 
 2 µl [
32
P]dATP (3000 Ci/mmol, 0,01 Ci/ml) 
 1,5 µl Klenow-Enzym (5 U) (Roche) 
 
2.3.14. Southern Blot 
20 g genomische DNS wurde mit dem Restriktionsenzym HindIII geschnitten und im 1% 
Agarose-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde für 10 min mit 0,2 M HCl behandelt und danach 
kurz gewässert. Es folgte eine 30-minütige Inkubation in Denaturierungspuffer und an-
schließend unter gleichen Bedingungen eine Inkubation in Neutralisationspuffer. Das so 
behandelte Gel wurde über Nacht auf eine Nylonmembran (Gene screen plus hybridizati-
on transfer membrane, NEN, USA) transferiert. 
Die Membran wurde für 2 h bei 80°C im Ofen gebacken. Nachdem die Membran für 2 h 
mit 20 ml Prähybridisierungspuffer in einem Glaszylinder bei 68°C rotierte, folgte die Zu-
gabe von 50 l radioaktiv-markierter Sonde, die vorher bei 95°C denaturiert wurde. Die 
Hybridisierung der Sonde mit der DNS erfolgte über Nacht im Rotationsofen. Nicht gebun-
dene Sonde wurde durch drei folgende Waschschritte bei RT mit 2x SSC + 0,2% SDS und 
einem Waschschritt bei 68°C mit 0,2x SSC + 0,2% SDS für je 30 min entfernt. Nach 
Trocknung der Membran und Einschlagen in Folie konnten die radioaktiven Signale mittels 
Autoradiographie auf Röntgenfilm detektiert werden. 
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Denaturierungspuffer: 1,5 M NaCl 
 0,5 M  NaOH 
 
Neutralisationspuffer: 1 M Tris/HCl 
 1,5 M NaCl 
   pH 7.4 
 
20x SSC: 3 M NaCl 
 0,3 M NaCitrat 
   pH 7.0 
 
Prähybridisierungslösung: 1 M NaCl 
 10 % Dextransulfat 
 1 % SDS 
 
2.4. Proteinchemische und immunologische Methoden 
2.4.1. Präparation von Zelllysaten 
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C und mit entsprechend vorgekühlten 
Puffern ausgeführt. 
Die zu lysierenden Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, von der Zellkulturschale 
geschabt, in 0,5 ml Lysispuffer aufgenommen und in ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß 
überführt. Nach 30 min auf Eis wurden die Lysate zunächst für 10 s geschüttelt. Unlösliche 
Bestandteile wurden durch Zentrifugation (10 min, 14000 g) sedimentiert und der Über-
stand abgenommen. 
 
RIPA-Lysispuffer: 50 mM Tris/HCl, pH 7.4 
 150 mM NaCl 
 1 mM EDTA 
 0,5 % Nonidet P-40 
 1 mM NaF 
 15 % Glycerol 
 20 mM -Glycerolphosphat 
 
Protease-Inhibitoren wurden den verwendeten Lysispuffern jeweils frisch zugesetzt: 
 1 mM Na-Vanadat 
 0,5 mM EDTA 
 0,25 mM PMSF 
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 5 µg/ml Aprotinin 
 1 µg/ml Leupeptin 
 1 µg/ml Pepstatin 
 
2.4.2. Quantitative Proteinbestimmung 
Der quantitative Nachweis von Proteinen in wässriger Lösung erfolgte über ein kolorimetri-
sches Messverfahren nach Bradford. Das Prinzip der Proteinbestimmung basiert auf der 
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes Coomassie Brilliant-Blau G-250 
von 465 nm nach 595 nm in proteingebundener Form. Die Protein-induzierte Erhöhung der 
Absorption einer Coomassie-Lösung ist direkt proportional zum Proteingehalt der Lösung. 
Allerdings ist diese Methode nicht bei Anwesenheit bestimmter Detergenzien (z.B. SDS) 
anwendbar. 
Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Bradford-Reagenzlösung (BioRad, München) 
1:5 mit ddH2O verdünnt. Jeweils 1 ml dieser Lösung wurde mit 5-20 l der Proteinprobe 
gemischt. Nach Inkubation (5 min, RT) haben sich die Farbstoff-Protein-Komplexe ausge-
bildet, die für etwa 1 h stabil sind. Die Extinktion der Lösung wurde bei 595 nm gegen ei-
nen Leerwert photometrisch ermittelt. Als Referenz der gemessenen Proteinkonzentration 
diente eine Eichkurve, welche für BSA ermittelt wurde: Eine Extinktion von 1.0 bei 595 nm 
entspricht einer Proteinkonzentration von 18 g/ml. 
 
2.4.3. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen 
wurde die Methode der diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli in einer vertika-
len Flachgelkammer durchgeführt. Die jeweiligen Proben wurden mit reduzierendem  
Laemmli-Probenpuffer versetzt und durch Erhitzen auf 95°C für 5 min denaturiert. Unlösli-
che Bestandteile wurden durch Zentrifugation (15 s, 14000 g) abgetrennt. Die Elektropho-
rese erfolgte mit 35 mA bei 20°C. 
 
 Trenngel: 6-15 % Acrylamid 
  375 mM Tris/HCl, pH 8.8 
  0,1 % SDS 
  0,02 % TEMED 
 0,1 % APS 
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 Sammelgel: 5 % Acrylamid 
  125 mM Tris/HCl, pH 6.8 
  0,1 % SDS 
  0,02 % TEMED 
  0,1 % APS 
SDS-Laufpuffer: 1,5 % Tris-Base, pH 8.3 
  7,2 % Glycin 
  0,5 % SDS 
 
4x Laemmli-Probenpuffer: 40 % Glycerin 
  8 % SDS 
  250 mM Tris/HCl, pH 6.8 
  0,4 % Bromphenolblau 
  20 % -Mercaptoethanol 
    (bei reduzierendem Puffer) 
 
2.4.4. Elektroblot und Immundetektion 
Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels einer semi-trockenen Elekt-
roblotmethode auf eine Methanol-behandelte PVDF-Membran (PALL, Dreieich) transfe-
riert. Zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen wurde die Membran anschließend 45 
min mit einer 10%-igen Rinderserum-Albumin-Lösung (Serva, Heidelberg) in TBS-N ge-
blockt. Die Membran wurde unter gleichmäßigem Schwenken mit der jeweiligen Antikör-
perlösung (1 µg/ml in TBS-N) über Nacht bei 4°C inkubiert, zweimal für je 10 min mit TBS-
N gewaschen und mit der entsprechenden Lösung eines HRP-konjugierten Sekundäranti-
körpers behandelt. Die entstandenen Immunkomplexe konnten mit Hilfe des ECL-
Detektionssystems (Millipore, MA, USA) im Chemilumineszenzdetektor LAS-4000 (Fuji-
Film, Tokyo, Japan) visualiert werden. 
 
Anodenpuffer I: 300 mM Tris-Base, pH 10.4 
 
Anodenpuffer II: 25 mM Tris-Base, pH 10.4 
 
Kathodenpuffer: 400 mM 6-Aminohexansäure 
 
TBS-N: 20 mM Tris/HCl, pH 7.4 
 137 mM NaCl 
 0,1 % Nonidet P-40 
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Bei Gegenfärbungen wurde die PVDF-Membran mit Stripping-Puffer überschichtet und für 
20-30 min bei 70°C inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal 10 min mit TBS-N ge-
waschen. Mit der anschließenden Blockierung mit 10% BSA/TBS-N wurde die Gegenfär-
bung eingeleitet. Die Antikörperlösungen wurden wie beschrieben eingesetzt. 
 
Stripping-Puffer: 100 ml 20% SDS 
  7,56 g Tris 
    ad 1000 ml H2O 
   pH 6.7 mit 37% HCl einstellen 
  Vor Gebrauch 76 µl -Mercaptoethanol pro 10 ml Puffer zugeben. 
 
2.4.5. Nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (blue native PAGE) 
Mittels blue native PAGE (Schägger et al., 1994 [163]) können Proteine unter nicht-
denaturierenden Bedingungen in einem Polyacrylamid-Gradienten-Gel (4-20%) aufget-
rennt werden. Durch die Inkubation mit Coomassie Brilliant-Blau G 250 (Serva, Heidel-
berg) wird die Eigenladung der Proteine abgedeckt und die gerichtete Wanderung im 
elektrischen Feld des Gels möglich. Dabei ist die Laufweite neben der Molekulargröße 
auch von der räumlichen Struktur des Proteins und der Menge des angelagerten Coomas-
sie-Farbstoffes abhängig. Die Lyse von Zellen erfolgt unter Zugabe milder Detergenzien 
(z.B. Brij-96V) in den Lysepuffer. Die Detektion der fluoreszierenden STAT3-CY Fusions-
proteine erfolgte in einem Fluoreszenz-Scanner (Typhoon, GE Healthcare, Buckinghams-
hire, UK). Nach Anregung mittels der 488 nm Laserlinie wurde die Fluoreszenz über einen 
515-555 nm Band-Filter im nassen Gel detektiert. Unter diesen Bedingungen ist die YFP-
Fluoreszenz gut, die CFP-Fluoreszenz aber nicht optimal detektierbar. Nicht fluoreszie-
rende Proteine sind durch anschließende Silberfärbung des Gels nachweisbar. Alternativ 
ist die Übertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran durch semi-trockenen Elektrob-
lot möglich. Dabei werden die Proteine im Gel durch die Inkubation in SDS-Laufpuffer de-
naturiert und danach im elektrischen Feld auf die Membran transferiert. Die Proteine las-
sen sich so durch Immundetektion mittels entsprechender Antikörper analysieren. 
 
 Brij-96V Lysepuffer: 0,1 M  Phosphatpuffer, pH 8.0 
  0,5 %  Brij-96V 
  1,5 %  Glycerol  
  0,5 mM  EDTA 
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 5x Probenpuffer: 100 mM -Aminocapronsäure 
 50 % Glycerol  
 1 % Coomassie Brilliant-Blau G 250 
 
 Kathodenpuffer:  50 mM  Tricin 
  15 mM  BisTris pH 7 
  0,002 %  Coomassie Brilliant-Blau G 250 
 
 Anodenpuffer:  50 mM BisTris/HCl, pH 7 
 
2.5. Klonierung der fluoreszierenden STAT3 Fusionskonstrukte 
Der Expressionsvektor pSVL-STAT3-CY (Pranada et al., 2004 [92]) diente als Matrize für 
die Klonierung der STAT3-Mutanten STAT3-ΔNLS-CY und STAT3-ΔNES-CY. Anschließend 
wurden die Konstrukte in den Vektor pcDNA5/FRT/TO-STAT3-CY umkloniert. Der Vektor 
pcDNA5/FRT/TO ermöglicht die Generierung stabiler Zelllinien mittels des Flp-In Systems 
(Invitrogen, USA). Der Expressionsvektor pcDNA5/FRT/TO-STAT3-CY diente als Vorlage 
für die Klonierung der Konstukte STAT3-VL-CY und STAT3-ΔNT-CY. 
Die STAT3 Punktmutanten wurden mittels Fusions-PCR mit den folgenden primer generi-
ert: STAT3-ΔNLS (R214A/R215A (sense), Eco81I (antisense), STATI (sense), 
R214A/R215A (antisense)); STAT3-ΔNES (L525A/L528A (sense), XmaI (antisense), 
Eco81I (sense), L525A/L528A (antisense)); STAT3-VL (V77A/L78A (sense), Eco81I (an-
tisense), pSVL 1.62 (sense), V77A/L78A (antisense)). Die Deletionsmutante STAT3-ΔNT 
(Aminosäuren 126-770) wurde über die Integration einer XhoI Schnittstelle und eines 
Startscodons durch PCR mit den primer Nt (sense) und Eco81I (antisense) erstellt. Die 
PCR-Produkte wurden in den pCR2.1 Topo-Klonierungsvektor (Invitrogen, USA) eingeführt 
und zur Transformation von E. coli JM83 oder JM110 eingesetzt. Positive Klone wurden 
vermehrt und zur Plasmid-Isolierung verwendet. Zur Herstellung der Expressionsvektoren 
wurde der Vektor pSVL-STAT3-CY bzw. pcDNA5/FRT/TO-STAT3-CY und der, das jeweili-
ge PCR-Produkt enthaltende, Topo-Vektor mit entsprechenden Restriktionsenzymen ge-
schnitten. Die gewünschten DNS-Fragmente wurden im Gel aufgetrennt, daraus isoliert 
und anschließend ligiert. Die Verwendung des Methylase-negativen E. coli-Stammes 
JM110 war für die Restriktion des STAT3-ΔNLS-Fragments nötig. Aufgrund einer Methylie-
rungsstelle in der genutzten XbaI Schnittstelle wäre ein Verdau sonst nicht möglich. Zur 
Klonierung des Konstruktes CFP-YFP wurde pcDNA5/FRT/TO-STAT3-CY als Vorlage ge-
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Abb. 8 Schematischer Strahlengang eines konfokalen 
laser scanning Mikroskops. 
nutzt. Mit den primer CY-XhoI (sense) und BstEII (antisense) wurde durch PCR eine XhoI 
Schnittstelle und ein Startcodon eingeführt. Das Produkt wurde analysiert und in den Vek-
tor pcDNA5/FRT/TO transferiert.  
Von allen positiven Klonen wurden Glyceroldauerkulturen angelegt. Nach Maxi-Isolation 
der Plasmide wurden diese unter Verwendung spezifischer primer sequenziert und auf 
korrekte Insertion der Mutationen kontrolliert. 
 
2.6. Konfokale laser scanning Mikroskopie 
2.6.1. Grundlagen 
Durch die Nutzung des laser scanning Mikroskops Zeiss LSM 510 ist es möglich verschie-
dene Fluorophore mit bestimmten Wellenlängen anzuregen und das emittierte Licht durch 
einen Photomultiplier zu detektieren. Dies wird durch eine Anordnung von Spiegeln und 
Filtern erreicht (Abb. 8). Der Hauptfarbteiler (HFT) lenkt das Anregungslicht auf das Präpa-
rat und lässt gleichzeitig emittiertes Licht zum Detektor passieren. Zusätzlich werden 
durch geeignete Emissionsfiltersätze (bandpass-, longpass- und shortpassfilter) nur be-
stimmte Emissionswellenlängen der Fluorophore zugelassen, die den Detektor erreichen 
sollen. Diese Filtersätze werden dem zu detektierenden Fluorophor entsprechend gewählt. 
Das laser scanning Mikroskop 
LSM 510 bietet die Möglichkeit 
Fluoreszenzen verschiedener Fuo-
rophore zeitnah in getrennten Ka-
nälen zu messen. Der Laser er-
möglicht die punktgenaue Anre-
gung in einem Bildfeld. Aus den 
Detektionen einzelner Bildpunkte 
(pixel) wird im Computer eine Ge-
samtaufnahme errechnet, welche 
dann als eigentliches „Bild“ darges-
tellt wird. Es sind Bildaufnahmen 
mit einer Auflösung zwischen 
256x256 und 2046x2046 Bildpunk-
ten möglich.  
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Die Kombination mit der konfokalen Komponente macht Fluoreszenzbilder mit festgeleg-
ten Schichtdicken möglich. Das konfokale Prinzip beruht auf der Vorschaltung einer Loch-
blende (pinhole) vor dem Detektor, sodass nur Licht aus einer bestimmten Fokusebene 
detektiert wird (Abb. 8). Je kleiner das pinhole, desto dünner ist die gemessene Schichtdi-
cke. Die Schichtdicke wird durch die Wellenlänge des Abstrahlungslichts limitiert.  
 
2.6.2. Fluoreszenz-Mikroskopie fixierter Zellen  
Auf Deckgläser (Ø 18mm) passagierte transfizierte oder untransfizierte Zellen wurden in 
12-well-Platten kultiviert und je nach Versuch mit 20 ng/ml IL-6 und falls nötig zusätzlich 
mit 0,5 g/ml löslichem IL-6R  für die angegebene Zeit stimuliert. Um die Zellen zu fixie-
ren, wurde das Medium abgezogen, und die Zellen zweimal mit PBS++ gewaschen und 15 
min in 3,7% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur fixiert. Anschließend wurden die Zellen 
einmal mit PBS++ gewaschen. Die Unterdrückung von Autofluoreszenz erfolgte durch In-
kubation für 5 min mit 50 mM NH4Cl in PBS
++. Nach einem weiteren Waschschritt mit 
PBS++ wurden die Deckgläser in Wasser getaucht, abgetupft und mit ImmuMount (Shan-
don, USA) auf den Objektträgern aufgelagert. Am nächsten Tag wurden die Deckgläser mit 
Nagellack am Rand versiegelt. Die Objektträger wurden im Dunkeln gelagert, um das 
Ausbleichen zu verhindern. Die Studien über die Verteilung des Fusionsproteins STAT3-
CY und seiner Mutanten wurden am konfokalen laser scanning Mikroskop LSM 510 (Carl 
Zeiss, Jena) durchgeführt. 
 
PBS
++
: 1 mM MgCl2 
 0,1 mM CaCl2 
   in PBS 
 
Indirekte Immunfluoreszenz: 
Zu untersuchende Zellen wurden wie beschrieben transfiziert oder untransfiziert belassen 
und auf Deckgläser (Ø 18mm) passagiert und in 12-well-Platten kultiviert. Je nach Versuch 
wurden die Zellen mit 20 ng/ml IL-6 und falls nötig zusätzlich mit 0,5 g/ml löslichem IL-
6R  für die angegebene Zeit stimuliert. Nach Entfernung des Mediums und zweimaligen 
Waschen mit PBS++ erfolgte die Fixierung mit 3,7% Paraformaldehyd oder -20 C kaltem 
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Methanol in Abhängigkeit des Erstantikörpers für 15 min. Danach wurden die Zellen mit 
PBS++ gewaschen und mit PBST++ für 5 min permeabilisiert. Die Autofluoreszenz wurde 
durch Inkubation mit 50 mM NH4Cl in PBS
T++ reduziert. Durch Blocken mit 1% BSA 
(SERVA, Heidelberg) in PBST++ für 1 h wurde die unspezifische Bindung der Antikörper 
unterdrückt. Nach Waschen mit PBST++ erfolgte die Immunfärbung mit den beschriebenen 
Erstantikörpern und entsprechenden Fluoreszenz-markierten Zweitantikörpern. Die Anti-
körper wurden in einer Verdünnung von 1:200 in PBST++ mit 0,2% BSA eingesetzt. Die Zel-
len wurden mit dem spezifischen Erstantikörper für 45 min inkubiert, mit PBST++ gewa-
schen und mit dem entsprechenden Zweitantikörper für 45 min behandelt. Nach zweimali-
gem Waschen mit PBST++ wurden die Deckgläser in Wasser getaucht, abgetupft und auf 
Objektträger mit ImmuMount (Shandon, USA) eingebettet. 
 
PBS
T++
: 0,1 % Triton X-100 
   in PBS
++
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2.6.3. Live Cell Imaging 
Für die Echtzeit-Fluoreszenzmessungen von CFP-YFP-Fusionsproteinen in lebenden Zel-
len wurden transient transfizierte HepG2 oder stabil transfizierte MEF  Zellen 48 h vor 
der Messung auf Deckgläser (Ø 42mm) in 6 cm-Schalen passagiert und kultiviert. Die Zel-
len wurden auf dem Deckglas in eine 37 C temperierte und CO2-begaste Inkubations-
kammer überführt und mit Phenolrot-freiem DMEM (Invitrogen, USA) versorgt. Für die 
Aufnahmen wurde das Objektiv 63x (wasserkorrigierte Immersionslinse) am laser scan-
ning Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss, Jena) verwendet. 
 
2.6.4. Mikroskopeinstellungen 
bei Bildaufnahmen fixierter und lebender Zellen: 
Laserkonfiguration: Argon-Laser Laserstärke: 50% 458 nm/ 488 nm/ 514 nm 
    Helium-Neon-Laser 543 nm 
 
Multi track mode: YFP CFP evtl. DsRed oder Cy3  
Anregung: 514 nm 458 nm 543 nm 
Transmission: 0,05% 20 % 25-50% 
HFT: 458/514 nm 458/514 nm 543 nm 
Filter: BP 530-600 nm BP 470-490 nm Metadetektor 585-675 nm 
 
Aufnahmeeinstellungen: YFP CFP DsRed oder Cy3 
Schichtdicke (pinhole): 1 m 1 m 1 m 
detector gain: 800 1000 800 o. variabel 
amplifier offset: 0,025 0 0 
amplifier gain: 1 1 1 
 
Single track mode: Cy2 
Anregung: 488 nm 
Transmission: 0,05% 
HFT: 488 nm 
Filter: BP 505-530nm 
 
Aufnahmeeinstellungen: Cy2 
Schichtdicke (pinhole): 1 m 
detector gain: variabel 
amplifier offset: 0,025 
amplifier gain: 1 
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Auflösung: variabel scan Richtung: eine Richtung 
Datentiefe: 12 bit Modus: Linie 
Scan Geschwindigkeit: variabel Wiederholung: 2 
Zoom-Faktor: variabel Methode:  gemittelt 
 
bei iFLAP Messungen: 
Laserkonfiguration: Argon-Laser Laserstärke: 50% 458 nm/488 nm/514 nm 
 
Multi track mode: YFP CFP 
Anregung: 514 nm 458 nm 
Transmission: 0,05% 20% 
HFT: 458/514 nm 458/514 nm 
Filter: BP 530-600 nm BP 470-490 nm 
 
Aufnahmeeinstellungen: YFP CFP 
Schichtdicke (pinhole): 1,5 m 1,5 m 
detector gain: 800 1000 
amplifier offset: 0,025 0 
amplifier gain: 1 1 
Auflösung: 256x256 pixel scan Richtung: eine Richtung 
Datentiefe: 12 bit Modus: Linie 
Scan Geschwindigkeit: 8 Wiederholung: 1 
Zoom-Faktor: 3 Methode: gemittelt 
 
ROI-Einstellungen für die quantitative iFLAP Methode: 
Detektions-ROI: 20 pixel Kreisdurchmesser 
Bleich-ROI: 40 pixel Kreisdurchmesser 
Zeitserie: alle 10 s ein scan über 1260 s 
Bleichrate:  nach 60 s 100 Bleichimpulse, danach folgte 180 s lang je 1 Bleichimpuls  
 nach jeder Aufnahme 
Bleichlaser: 514 nm Transmission: 100% 
 
ROI-Einstellungen für die bildgebende iFLAP Methode:  
 gesamter Bildbereich wird aufgenommen 
Bleich-ROI: 30x90 pixel Rechteck 
Zeitserie: alle 45 s ein scan 
Bleichrate:  nach jeder Bildaufnahme jeweils 20 Bleichpulse 
Bleichlaser: 514 nm Transmission: 100% 
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2.7. Quantitative Auswertung der iFLAP Fluoreszenzdaten 
2.7.1. Mathematische Modellierung des nukleozytoplasmatischen shuttlings und  
  computergestützte Parameterschätzung 
Modellierung der nukleären Import- und Exportprozesse des nukleozytoplasmatischen 
shuttlings von STAT3-CY 
Zellkern und Zytoplasma werden annähernd als gut durchmischte Kompartimente 
angesehen, welche über die Zeit der Messung ein konstantes Volumen haben. Die 
Konzentration von fluoreszierendem STAT3-CY wird durch folgende Gleichung 
beschrieben: 
cna (t) = Nna (t)/Vn , cca (t) = Nca (t)/Vc 
Hierbei steht C für die Konzentration, V für das Volumen und N für die Menge an 
Molekülen, welche über die Zeit (t) dargestellt sind. Im Weiteren beziehen sich die Indizes 
n und c auf Zellkern und Zytoplasma. Die Indizes weisen auf „aktives“ = fluoreszierendes 
zytoplasmatisches (ca) bzw. nukleäres (na) STAT3-CY hin.  
 
Die nukleären und zytoplasmatischen Fluoreszenzintensitäten sind proportional zur Anzahl 
an fluoreszierenden STAT3-CY Molekülen im jeweiligen Kompartiment zu verschiedenen 
Zeitpunkten. Dieser Zusammenhang spiegelt sich in folgender Gleichung wieder: 
In(t1)/In(t2)=cna(t1)/cna(t2), Ic(t1)/Ic(t2)=cca(t1)/cca(t2), t1, t2 
In verweist auf die nukleären bzw. Ic auf die zytoplasmatischen Fluoreszenzintensitäten. 
Nukleäre und zytoplasmatische Fluoreszenzintensitäten bzw. Konzentrationen sind für 
verschiedene Zeitpunkte (t1 und t2) beschrieben. 
 
Die Gesamtzahl der STAT3-CY Moleküle ist in beiden Kompartimenten konstant und setzt 
sich aus der Anzahl der fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden STAT3-CY Moleküle 
der jeweiligen Kompartimente zusammen: 
Nn,tot = Nna(t) + Nni(t), Nc;tot = Nca(t) + Nci(t) 
Die Gesamtzahl der STAT3-CY Moleküle im jeweiligen Kompartiment ist mit dem Index tot 
bezeichnet. Der Index i steht für “inaktiv”= nicht-fluoreszierend. Nni und Nci bezeichnen die 
Menge an nicht-fluoreszierenden Molekülen in Kern und Zytoplasma. Nna und Nca 
bezeichnen die Menge an fluoreszierenden Molekülen in Kern und Zytoplasma. 
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Die Gesamtzahl an CY-markierten STAT3 Moleküle im jeweiligen Kompartiment entspricht 
der Menge von fluoreszierendem STAT3-CY vor dem Bleichen: 
Nn;tot = Nna(0); Nc;tot = Nca(0) 
Nna(0) und Nca(0) bezeichnet die Gesamtzahl an STAT3-CY Molekülen vor dem Bleichen 
im jeweiligen Kompartiment. 
 
Die Änderung der Menge von fluoreszierenden und nicht-fluoreszierenden STAT3-CY 
Molekülen in Zellkern und Zytoplasma ist über Gleichgewichtsformeln darstellbar. Die 
Änderung der STAT3-CY Mengen kann als Differenz von Strömen zwischen den 
Kompartimenten über die Zeit beschrieben werden: 
)()()()( tttNtN nicinici
 , )()()()( tttNtN nacanaca   
vci, vni, vca, vna entsprechen dem Einstrom von nicht-fluoreszierendem STAT3-CY ins 
Zytoplasma, nicht-fluoreszierendem STAT3-CY in den Kern, fluoreszierendem STAT3-CY 
ins Zytoplasma und fluoreszierendem STAT3-CY in den Kern. 
 
Die Einströme vci, vni, vca und vna von fluoreszierendem bzw. nicht-fluoreszierendem 
STAT3-CY in Kern und Zytoplasma sind proportional zum Anteil von fluoreszierendem 
bzw. nicht-fluoreszierendem STAT3-CY an Gesamt-STAT3-CY im entsprechenden 
Kompartiment: 
totn
ni
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totn
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Die unbekannte Flussrate von STAT3-CY (fluoreszierend und nicht-fluoreszierend) über 
die Kernmembran vom Zellkern ins Zytoplasma wird als kc bezeichnet. Die unbekannte 
Flussrate von STAT3-CY (fluoreszierend und nicht-fluoreszierend) über die Kernmembran 
vom Zytoplasma in den Zellkern wird mit kn bezeichnet. 
 
Es findet kein Netto-Austausch von STAT3-CY zwischen Zytoplasma und Zellkern statt, 
d.h. der nukleäre Einstrom von STAT3-CY entspricht dem nukleären Ausstrom: 
kc = kn =: k 
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Mathematische Modellierung und Parameterschätzung 
Basierend auf den oben beschriebenen Annahmen können die 
Fluoreszenzintensitätsdaten aus einem iFLAP Experiment in die folgenden 
Differentialgleichungen modelliert werden: 
offiii ttnciItItJ ,,),0(/)()(     (1) 
Ii(t) bezieht sich auf die gemessene Fluoreszenzintensität in einem quantitativen iFLAP 
Experiment für jeden Zeitpunkt t nach Ende des Bleichintervalls (toff). Ii(0) bezeichnet die 
Fluoreszenzintensität vor dem Bleichen. Die mathematische Modellierung wurde im 
Hinblick auf normierte Fluoreszenzintensitäten durchgeführt. In Gleichung (1) verweisen 
die Indizes i=c, n auf das Zytoplasma bzw. den Zellkern. Es wird angenommen, dass ein 
dynamisches Fließgleichgewicht von nukleären und zytoplasmatischen Konzentrationen 
von STAT3-CY das Ergebnis ausgleichender Translokationsprozesse von STAT3-CY aus 
dem Zytoplasma in den Zellkern und umgekehrt ist. Daraufhin kann das folgende einfache 
dynamische Modell für die normierten Intensitäten abgeleitet werden: 
offcoffccncc JtJJJkJ ,)(),(
     (2a)  offcoffnncnn JtJJJkJ ,)(),(     (2b)  
In den Gleichungen (2) beziehen sich Jc,off  und Jn,off  auf normalisierte zytoplasmatische 
und nukleäre Fluorezenzintensitäten zum Endpunkt des Bleichens. Aufgrund der 
Einfachheit des Systems (2) kann man das Differentialgleichungssystem analytisch lösen 
und erhält folgende Gleichung: 
cnitJ ii ,,)exp(  wobei cn kk .    (3) 
Nach Gleichung (3) fallen die Fluoreszenzintensitäten Jn und Jc exponentiell mit der Zeit 
und führen für t→∞ zu einem neuen Gleichgewichtswert . Die Größe von  hat hierbei 
einen Einfluss darauf wie schnell dieses neue Gleichgewicht durch nukleozytoplasmati-
sches shuttling erreicht wird. Der Wert  kann nicht aus den iFLAP Daten direkt ermittelt 
werden. Die Bestimmung von  erfolgte durch computergestützte Parameterschätzung der 
Daten. Hierbei werden mit Hilfe von numerischen Gradienten-basierten Optimierungsalgo-
rithmen die Parameter ermittelt, welche die echten Daten am besten abbilden. Die Opti-
mierungsverfahren suchen hierbei die Parameter, die zu einem Minimum der Fehlerquad-
ratsumme zwischen echten und simulierten Daten führen.
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3. Ergebnisse 
 
3.1. Charakterisierung des Fusionskonstruktes STAT3-CFP-YFP 
Zur Untersuchung der Translokationsdynamik des Transkriptionsfaktors STAT3 mittels 
konfokaler laser scanning Mikroskopie wurden die zu untersuchenden Proteine C-terminal 
mit den Fluorophoren cyan fluoreszierendes Protein (CFP) und yellow fluoreszierendes 
Protein (YFP) fusioniert. Um einen eventuellen Einfluss der Fluoreszenzmarkierung auf die 
subzelluläre Lokalisation oder Aktivierung auszuschließen wurden entsprechende Kont-
rollversuche durchgeführt. 
Die Lokalisation von endogenem STAT3 und dem Fusionskonstrukt STAT3-CY wurde mit-
tels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie verglichen. Endogenes STAT3 wird anhand von 
indirekter Immunfluoreszenz in fixierten Zellen detektiert. Für diese Methode ist die Spezi-
fität des gegen STAT3 gerichteten Antikörpers essenziell. Um diese zu beurteilen ist der 
direkte Vergleich der Immunfluoreszenz in STAT3 exprimierenden Zellen mit Zellen ohne 
endogenem STAT3 vonnöten, in welchen kein Immunfluoreszenzsignal detektierbar sein 
sollte. Durch die Verwendung von murinen embryonalen Fibroblasten, welche defizient für 
endogenes STAT3 sind (MEF ) und der parentalen Zelllinie (MEFfl/fl), konnte ein entspre-
chend geeigneter Antikörper identifiziert werden (Abb. 9, oben und mitte).  
In unstimulierten Zellen liegt STAT3 vorwiegend zytoplasmatisch vor (Abb. 9, oben links). 
Nach Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6-Rezeptor  (sIL-6R ) akkumuliert tyrosin-
phosphoryliertes STAT3 im Zellkern (Abb. 9, oben rechts). Der Kontrollversuch mit STAT3 
defizienten MEF Zellen zeigte bei gleichen Mikroskopeinstellungen nur geringe Fluores-
zenzsignale, welche auf schwache unspezifische Bindung des Antikörpers und Autofluo-
reszenz der Zellen hindeutet. Der Vergleich der Lokalisation von endogenem STAT3 mit 
dem Fusionskonstrukt STAT3-CY, stabil exprimiert in MEF Zellen ohne Einfluss von en-
dogenem STAT3, zeigte eine vergleichbare Verteilung in der Zelle (Abb. 9, unten links). 
Auch die nukleäre Akkumulation nach Aktivierung des endogenen STAT3 wird von STAT3-
CY nachvollzogen (Abb. 9, unten rechts).  
Dieser Vergleich zeigt, dass die Verwendung der generierten chimären Fusionskonstrukte 
zur weiteren Untersuchung der intrazellulären Translokationsdynamiken, speziell des nuk-
leozytoplasmatischen shuttlings, des Transkriptionsfaktors STAT3 zulässig ist. 
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MEFfl/fl
MEF
MEF
STAT3-CY
IF
STAT3
unstimuliert                      stimuliert
Andere verwendete STAT3 Antikörper führten im Vergleich von MEFfl/fl mit MEF  Zellen 
zu Fluoreszenzsignalen in den STAT3 defizienten Zellen. Interessanterweise waren die 
Fluoreszenzsignale, sowohl in stimulierten als auch in unstimulierten Zellen, verstärkt im 
Zellkern detektierbar. Dies ist insofern von Interesse, da die subzelluläre Lokalisation von 
nicht aktiviertem endogenem STAT3 in der Literatur zuweilen als dominant nukleär be-
schrieben wird [101]. 
 
 
Abb. 9 Subzelluläre Lokalisation von endogenem und Fluoreszenz-markiertem STAT3: Zellen 
wurden 30 min mit 20 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml löslichem IL-6R  stimuliert oder unstimuliert belassen. 
Oben und Mitte: Der Nachweis von endogenem STAT3 erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz an 
fixierten MEF
fl/fl
 und MEF  Zellen. Die Zellen wurden mit einem STAT3-spezifischen Antikörper und 
einem Cy2-konjugierten sekundären Antikörper inkubiert und anschließend das Cy2-Fluoreszenzsignal 
detektiert. Unten: Die subzelluläre Lokalisation von STAT3-CY in stabil transfizierten lebenden MEF  
Zellen wurde anhand des CFP- und YFP-Fluoreszenzsignals bestimmt (Überlagerungsbild). Die Analyse 
erfolgte am konfokalen laser scanning Mikroskop. Die Maßstabsbalken entsprechen 20 m. 
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3.2. Bedeutung von potenziellen Import- und Exportsignalen für das  
 nukleozytoplasmatische shuttling von latentem STAT3 
3.2.1. Funktionelle Charakterisierung der NLS- und NES-Mutante als STAT3- 
  Fusionskonstrukte 
Zur Untersuchung des Einflusses von aktiven nukleären Transportprozessen mittels Im-
portinen oder Exportinen auf das nukleozytoplasmatische shuttling von nicht  phosphory-
liertem STAT3 wurden Mutationen in eine postulierte nukleäre Importsequenz (NLS) bzw. 
nukleäre Exportsequenz (NES) des Fusionskonstruktes STAT3-CY eingeführt. Diese Mu-
tationen sind als essenziell für die Interaktion mit Importinen bzw. Exportin 1 (CRM1), 
sowohl für latentes unphosphoryliertes als auch für aktiviertes phosphoryliertes STAT3, 
beschrieben. 
Die mutierte NLS-Sequenz in der coiled-coil-Domäne ist keine klassische ein- oder zwei-
teilige NLS, besitzt aber basische Aminosäuren, von denen die Arginine an den Positionen 
214 und 215 zu  Alaninen verändert sind (Abb. 10, STAT3- NLS-CY). 
Für die Interaktion mit dem nukleärem Exportin CRM1 sind Leucin-reiche Sequenzen von 
Bedeutung. Eine solche Sequenz ist in der linker-Domäne von STAT3, von Aminosäure 
524 bis 533, lokalisiert. Es wurden Mutationen der essenziellen Leucine an Position 525 
und 528 zu Alaninen eingeführt (Abb. 10, STAT3- NES-CY). 
Vor der Analyse der Auswirkungen der Mutationen auf das nukleozytoplasmatische shutt-
ling von latentem STAT3 wurden die Konstrukte auf ihre Funktionalität hin untersucht. Die 
Fusionskonstrukte STAT3-CY, STAT3- NLS-CY und STAT3- NES-CY wurden stabil in 
MEF  Zellen exprimiert um einen Einfluss von endogenem STAT3 bei den weiteren Un-
tersuchungen auszuschließen. Die Charakterisierung erfolgte mittels Western Blot und 
Abb. 10 Domänenstruktur der Fluoreszenz-markierten STAT3-Fusionskonstrukte: 
STAT3-CY, STAT3- NLS-CY (Mutationen in der coiled-coil-Domäne R214A/R215A) und STAT3- NES-CY 
(Mutationen in der linker-Domäne L525A/L528A). 
 
CFP YFP
N-term
Y705
STAT3-CY
coiled coil
DNA
bind linker SH2 TAD
CFP YFP
CFP YFP
STAT3- NLS-CY
STAT3- NES-CY
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A. B.
konfokaler laser scanning Mikroskopie. 
Der Vergleich von MEFfl/fl Zellen mit den stabilen MEF  Zelllinien im Western Blot belegt 
das Fehlen des endogenen STAT3. Des Weiteren ist nur eine geringe Überexpression der 
Fusionskonstrukte festzustellen, was auch für die Relevanz der Ergebnisse von Bedeu-
tung ist. Nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6R  ist für alle Konstrukte eine Phosphorylie-
rung mittels eines Phosphotyrosin705-spezifischen Antikörpers detektierbar (Abb. 11A). 
Die subzelluläre Verteilung der fluoreszierenden STAT3-Konstrukte wurde in fixierten Zel-
len anhand der Fluoreszenzsignale von CFP und YFP untersucht. Die Lokalisation von 
STAT3-CY in unstimulierten Zellen ist prädominant zytoplasmatisch. Nach 30 min Stimula-
tion mit IL-6 und sIL-6R  liegt STAT3-CY im Zellkern angereichert vor (Abb. 11B, oben). 
Die in der vermuteten NLS veränderte Mutante STAT3- NLS-CY zeigt in unstimulierten 
Zellen die gleiche Verteilung wie der Wildtyp. Nach Stimulation ist allerdings keine Akku-
mulation im Zellkern festzustellen. Dies spricht für den beschriebenen Defekt in der Inter-
aktion mit Importin und , welche für den nukleären Transport von aktiviertem STAT3 
Abb. 11 Biochemische und funktionelle Charakterisierung der STAT3-Fusionskonstrukte.  
A.: MEF
fl/fl
 und stabil mit den STAT3-Fusionskonstrukten transfizierte MEF  Zellen wurden 30 min mit 20 
ng/ml IL-6 und 500 ng/ml löslichem IL-6R  stimuliert oder unstimuliert belassen. 20 g Gesamt-Zelllysat 
wurden im elektrischen Feld eines SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und im Western Blot mittels 
eines STAT3-Phosphotyrosin
705
-spezifischen (Oben), eines STAT3-spezifischen (Mitte) und eines 
GAPDH-spezifischen (Unten) Antikörpers analysiert. B.: Die subzelluläre Verteilung von STAT3-CY, 
STAT3- NLS-CY und STAT3- NES-CY wurde an MEF  Zellen, welche die Fusionskonstrukte stabil 
exprimierten, untersucht. Die Zellen wurden 30 min mit 20 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml löslichem IL-6R  
stimuliert oder unstimuliert belassen, anschließend fixiert und die Lokalisation der CFP- und YFP-
Fluoreszenz der STAT3-Fusionsproteine am konfokalen laser scanning Mikroskop analysiert 
(Überlagerungsbild). Die Maßstabsbalken entsprechen 20 m. 
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postuliert ist (Abb. 11B, mitte). 
Die Auswirkung der Mutation in der NES zeigt sich in der Lokalisation von STAT3- NES-
CY in unstimulierten Zellen. Die Mutation führt zu einer Gleichverteilung des Fusionskons-
truktes zwischen Zellkern und Zytosol und deutet auf die Behinderung des aktiven Expor-
tes durch CRM1 hin. Nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6R  reichert sich aktiviertes 
STAT3- NES-CY, wie STAT3-CY, im Zellkern an (Abb. 11B, unten). 
 
3.2.2. Nukleozytoplasmatisches shuttling der NLS- und NES-Mutante in  
  unstimulierten Zellen 
Die Untersuchung der subzellulären Lokalisation der STAT3-Fusionskonstrukte liefert kei-
ne Informationen über die Dynamik des nukleozytoplasmatischen shuttlings von latentem 
STAT3. Die prädominante Lokalisierung von STAT3 im Zytoplasma ist Resultat eines über 
den Import dominanten nukleären Exports. Die statisch erscheinende Verteilung in den 
Fluoreszenzbildern der zu untersuchenden Konstrukte zeigt nur den Gleichgewichtszu-
stand der konstitutiven Im- und Exportprozesse. Die Dynamik des shuttlings kann aber 
mittels der iFLAP Methode in lebenden Zellen untersucht werden [92]. 
Diese Methode beruht auf den verschiedenen Anregungs- und Abstrahlungsspektren, der 
an die STAT3-Mutanten fusionierten Fluorophore CFP und YFP, die es ermöglichen, die 
Fluorophore mittels eines konfokalen laser scanning Mikroskops mit spezifischen Wellen-
längen eines Lasers getrennt anzuregen und die Fluoreszenz getrennt zu detektieren. Ein 
Merkmal der getrennten Anregung ist die Möglichkeit des selektiven Bleichens von YFP 
mittels der 514 nm Laserlinie. In Verbindung mit der Funktion des Punkt-scanners des Mik-
roskops ist das Bleichen in begrenzten Bereichen des Zellkompartiments möglich. Bei-
spielhaft ist dies an fixierten MEF  Zellen dargestellt, die STAT3-CY exprimieren (Abb. 
12A). Durch Bestrahlung engbegrenzter Bereiche in der Zelle (z.B. das Logo des SFB 
542) mit hoher Leistung der 514 nm Laserlinie wird YFP, ohne Auswirkung auf die CFP-
Fluoreszenz, geblichen. In lebenden Zellen kann so durch das zeitlich limitierte Ausblei-
chen des YFP eine Subpopulation von STAT3-Fusionsproteinen markiert werden, die wei-
terhin über CFP-Fluoreszenz verfügt. Die Änderung der YFP-Fluoreszenz im nicht gebli-
chenen Zellkompartiment zeigt an, ob geblichene STAT3-Fusionsproteine zwischen den 
Kompartimenten ausgetauscht werden oder im Bleichkompartiment verbleiben.  
Die Fluoreszenz der Fluorophore in der Zelle kann in begrenzten Arealen mit definierter 
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Schichtdicke gemessen werden, ohne dass die Bildaufnahme der gesamten Zelle nötig ist. 
Diese sogenannten regions of interest (ROIs) werden im Zytoplasma und im Zellkern posi-
tioniert (Abb. 12B). Die Messung der CFP- und YFP-Fluoreszenzen erfolgt in einem zytop-
lasmatischen (Abb. 12B, ROI 1) und einem nukleären Detektions-ROI (Abb. 12B, ROI 2). 
Das Bleichen von YFP erfolgt in einem zytoplasmatischen Bleich-ROI (weißes ROI). Auch 
das Medium besitzt eine gewisse Eigenfluoreszenz, welche als Hintergrund-Fluoreszenz 
in einem weiteren ROI (Abb. 12B, ROI 3) außerhalb der Zelle detektiert wird. Die eigentli-
chen CFP- und YFP-Fluoreszenzen erhält man durch Subtraktion der Hintergrund-
Fluoreszenz von den zytosolischen und nukleären Fluoreszenz-Messwerten. Da STAT3 in 
unstimulierten Zellen frei im Zytoplasma und Zellkern diffundiert, kann die Fluoreszenz-
messung in den Detektions-ROIs als repräsentativ für das gesamte Kompartiment ange-
sehen werden. 
Um Vermischungen der Translokationseffekte in den jeweiligen Zellkompartimenten zu 
vermeiden, ist es wichtig, dass jedes ROI genau platziert ist und in nur einem Komparti-
ment liegt. Des Weiteren muss auch die Lokalisation der ROIs in zellulären Substrukturen 
(z.B. Nukleolus) vermieden werden, welche eine abweichende Fluoreszenzverteilung zei-
gen. Das zytoplasmatische Bleich-ROI sollte möglichst weit vom Kern entfernt liegen um 
ein Bleichen des Kern außerhalb der Fokusebene zu verhindern, da der Bleichstrahl eine 
Uhrglasform aufweist. Des Weiteren bleicht auch die Messung selber in geringem Maße 
die Fusionsproteine. Ein weiteres Problem ist die Zellbewegung, welche zum Verschieben 
der ROIs führen kann. Während der Durchführung der iFLAP-Messung ist auf einen stö-
renden Effekt nach dem Bleichen von YFP zu achten. Liegen CFP und YFP in unmittelba-
rer Nähe zueinander vor, so überträgt CFP einen geringen Teil seiner Anregungsenergie 
auf YFP. Dieses Phänomen wird als Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) be-
zeichnet und tritt nach Bleichen von YFP nicht mehr auf, woraufhin CFP eine stärkere 
Fluoreszenzintensität aufweist.  
Die Fluoreszenzintensitäten werden über 1260 s detektiert, wobei alle 10 s ein scan der 
Detektions-ROIs erfolgt. Der erste Bleichimpuls beginnt nach 60 s mit 100 Wiederholun-
gen bei maximaler Laserstärke, gefolgt von einem Bleichpuls nach jeder Messung über 
weitere 180 s. Die gemessenen CFP- und YFP-Fluoreszenzen in den zytoplasmatischen 
und nukleären ROIs sind graphisch als Funktion der Zeit dargestellt (Abb. 12B). 
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Abb. 12 Schemata Messung des nukleozytoplasmatischen shuttlings mittels der iFLAP Methode: 
A.: Die Fluoreszenzintensitäten einer fixierten stabil transfizierten MEF  Zelle wurde am konfokalen 
laser scanning Mikroskop vor und nach einem Bleichintervall detektiert. Die Abbildung zeigt den CFP- 
und YFP-Kanal und die Überlagerung beider Signale. Die selektive Inaktivierung des YFP-Fluorophors 
mittels der 514 nm Laserlinie in einem definierten Bereich der Zelle konnte durch Ausbleichen des 
Schriftzuges des SFB 542, ohne Effekt auf das CFP-Signal, demonstriert werden (Rechts). B.: Der 
Aufbau eine iFLAP Versuches ist beispielhaft anhand der überlagerten CFP- und YFP-
Fluoreszenzsignale einer fixierten stabil mit STAT3-CY transfizierten MEF  Zelle dargestellt. Die 
Fluoreszenzintensitäten von CFP und YFP werden in lebenden Zellen über die Zeit nur in den regions of 
interest (ROIs, rote Kreise) im Zytoplasma (1), Kern (2) und außerhalb der Zelle (3) detektiert und als 
Graph dargestellt. Das zeitlich begrenzte selektive YFP-Bleichen erfolgt im Zytoplasma (weißer Kreis) 
über ein limitiertes Intervall (Graph, schwarzer Balken). 
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Die Graphen zeigen die Fluoreszenzintensitäten für CFP (schwarz) und YFP (grau). Die 
CFP-Fluoreszenz zeigt die Menge an Gesamtfusionsproteinen in einem Zellkompartiment 
an, die durch Bleichen von YFP weitgehend unbeeinflusst bleibt. Die Messung gilt als er-
folgreich, wenn die CFP-Fluoreszenz keine größeren Schwankungen aufweist. Diese rela-
tive Konstanz der CFP-Fluoreszenz zeigt an, dass sich die Detektions-ROIs während der 
Messung nicht in ein anderes Zellkompartiment oder aus der Zelle verschoben haben. 
Dabei ist auf die Auswirkung des FRET-Effekts zu achten, der dazu führt, dass die Kurve 
für zytosolisches CFP während des YFP-Bleichens ansteigt (Abb. 12B, ROI 1). Die Hinter-
grundfluoreszenz sollte sich auch in einem konstanten Bereich bewegen (Abb. 12B, ROI 
3), um nach Verrechnung mit den zytosolischen und nukleären Fluoreszenzintensitäten die 
eigentlichen Fluoreszenzkurven zu ergeben. 
Die endgültige Aussage über die Dynamik des nukleozytoplasmatischen shuttlings wird 
anhand des Abfalls der YFP-Fluoreszenz im Zellkern (Abb. 12B, ROI 2) getroffen. Ein Ab-
fall erfolgt nur, wenn im Zytoplasma geblichene Fusionsproteine in den Zellkern einwan-
dern und ungeblichenes STAT3-CY den Zellkern verlässt. 
Die iFLAP Analysen erfolgen in lebenden Zellen, welche in eine Inkubationskammer des 
Mikroskops, bei 37°C und 5% CO2 Begasung, überführt werden. Die Mikroskopeinstellun-
gen sind zur Vergleichbarkeit bei allen Messungen gleich.  
Als Ergebnisse der Analyse des nukleozytoplasmatischen shuttlings sind nur die gemittel-
ten YFP-Fluoreszenzintensitäten des Zytoplasmas und des Zellkerns von allen Messun-
gen aufgetragen, welche anhand der oben angeführten Kriterien als auswertbar bestimmt 
wurden. Durch die Normalisierung der YFP-Fluoreszenzintensitäten kann ihr Verlauf deut-
licher verfolgt und auch miteinander verglichen werden (Abb. 13). Die gemittelten Fluores-
zenzintensitäten der ersten 60 s vor dem Bleichen werden als 1 festgelegt. 
Das Mittel der Messungen an MEF  Zellen, die stabil mit STAT3-CY transfiziert wurden, 
zeigt deutlich den rapiden Abfall der YFP-Fluoreszenz im zytosolischen Detektions-ROI 
durch den nach 60 s einsetzenden Bleichpuls, gefolgt von weiteren Bleichpulsen nach je-
der Messung (Abb. 13A). Frei im Zytoplasma diffundierendes STAT3-CY strömt während 
des Bleichintervals immer wieder in das Bleich-ROI nach, wodurch das Bleichen eines 
großen Teils des zytoplasmatischen STAT3-CY erreicht wird. Nach dem bei 240 s enden-
den Bleichinterval erfolgt weiterhin alle 10 s eine Messung. 
Ungeblichenes und YFP-geblichenes STAT3-CY verteilt sich im Laufe des Versuchs 
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gleichmäßig im Zytoplasma und führt so zu einer langsamen Regeneration der zytosoli-
schen YFP-Fluoreszenz, unterstützt durch den Ausstrom von ungeblichenem STAT3-CY 
aus dem Kern. Der langsame Abfall der nukleären YFP-Fluoreszenz zeigt an, dass ungeb-
lichenes STAT3-CY den Zellkern verlässt. Die nicht dargestellte unveränderte nukleäre 
CFP-Fluoreszenz weist als interner Standard auf eine gleichbleibende Menge an Gesamt-
STAT3-CY (YFP-geblichenes und ungeblichenes STAT3-CY) hin. Folglich wandert gebli-
chenes STAT3-CY in den Zellkern ein. Der Abfall der nukleären YFP-Fluoreszenzintensität 
kann als Maß für die Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings gewertet 
werden und bestätigt das beschriebene konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling für 
STAT3-CY. 
Um einen Einfluss des durch die Bildaufnahmen verursachten Bleichens der Fluorophore 
auf den Abfall der YFP-Fluoreszenzintensitäten, speziell im Zellkern, auszuschließen, 
wurden entsprechende Kontrollversuche durchgeführt. Die Messungen erfolgten unter 
gleichen Bedingungen in STAT3-CY stabil exprimierenden MEF  Zellen. Die einzige Ab-
weichung war die Positionierung des Bleich-ROIs außerhalb der Zelle, sodass trotz glei-
cher Bleichphase kein STAT3-CY geblichen wurde. Das Ergebnis dieser Messungen zeigt 
einen konstanten Verlauf sowohl der zytoplasmatischen als auch der nukleären YFP-
Fluoreszenzintensitäten (Abb. 13B). Damit ist ein eventueller Bleicheffekt durch die Laser-
anregung während der Fluoreszenzmessung zu vernachlässigen. 
Die Messungen von MEF  Zellen, stabil transfiziert mit STAT3- NLS-CY, ergaben einen 
Abfall der nukleären YFP-Fluoreszenz über die Zeit. Die Verringerung der nukleären YFP-
Fluoreszenz ist vergleichbar mit STAT3-CY und belegt, dass die Mutation in dieser NLS zu 
keiner Beeinträchtigung des konstitutiven nukleozytoplasmatischen shuttlings führt (Abb. 
13C). Da für diese NLS eine Interaktion mit -Importinen postuliert wird [103], weist dies 
daraufhin, dass konstitutives shuttling von latentem STAT3 von diesem aktiven Importme-
chanismus unabhängig ist. 
Die äquivalenten Messungen in stabil STAT3- NES-CY exprimierenden MEF  Zellen 
zeigen ähnliche Ergebnisse wie in den vorherigen Versuchen. Auch für die im nukleären 
Export behinderte Mutante konnte nukleozytoplasmatisches shuttling nachgewiesen wer-
den. Zudem war der Abfall der nukleären YFP-Fluoreszenz im Zeitverlauf schneller und 
stärker als bei STAT3-CY. Dies kann als hohe Translokationsdynamik gedeutet werden 
(Abb. 13D).  
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Die Konzentration von STAT3- NES-CY in unstimulierten, fixierten Zellen ist im Zytoplas-
ma und Kern annähernd gleich (Abb. 11B, unten). Eine defekte NES würde eine solche 
Verteilungsverschiebung der STAT3 Mutante in Richtung Kern erklären. Auch die Inhibition 
des CRM1-vermittelten Exportmechanismus mit Leptomycin B führt zu einer vergleichba-
Abb. 13 iFLAP Messungen des nukleozytoplasmatischen shuttlings der STAT3-Fusionskonstrukte 
in stabil transfizierten MEF  Zellen:  
Lebende MEF  Zellen wurden in einer Perfusionskammer bei 37°C inkubiert und am konfokalen laser 
scanning Mikroskop untersucht. Die zytoplasmatischen und nukleären YFP-Fluoreszenzintensitäten aus 
Messungen mit schwankungsfreien CFP-Fluoreszenzintensitäten wurden mit der Hintergrund-
Fluoreszenz verrechnet, über die gemittelte Fluoreszenztintensitäten der ersten 60 s auf 1 normalisiert. 
Die YFP-Fluoreszenzintensitäten aus mehreren Messungen wurden gemittelt und gegen die Messzeit 
aufgetragen. A.: Mittelwerte für STAT3-CY aus 8 Messungen. B.: Mittelwerte für STAT3-CY aus 3 
Kontrollmessungen mit Bleichen außerhalb der Zelle. C.: Mittelwerte für STAT3- NLS-CY aus 6 
Messungen. D.: Mittelwerte für STAT3- NES-CY aus 9 Messungen. 
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ren nukleären Anreicherung von STAT3. Wegen dieses Effektes wurde die Sequenz um 
die Aminosäuren L525/L528 als NES postuliert. Für die NES-Mutante wurde ein langsa-
mes nukleozytoplasmatisches shuttling erwartet, da der nukleäre Export inhibiert wäre. Die 
iFLAP Ergebnisse für STAT3- NES-CY zeigen dagegen eine schnellere Translokationsdy-
namik als STAT-CY und deuten daraufhin, dass diese Sequenz in der linker-Domäne keine 
Funktion als NES besitzt. 
 
3.3. Nukleozytoplasmatisches shuttling von konstitutiv 
 aktiviertem STAT3 
3.3.1. Konstitutive Aktivierung von STAT3 durch virales Src 
Die bisherigen Untersuchungen der Translokationsdynamiken des Transkriptionsfaktors 
STAT3 wurden meist in unstimulierten Zellen für unphosphoryliertes STAT3 durchgeführt. 
Die Hauptproblematik der Messungen der Bewegung von aktiviertem phosphoryliertem 
STAT3 zwischen Zytosol und Zellkern ist die Veränderung von Phosphorylierung und 
STAT3-Konzentration in den Zellkompartimenten. Daher ist die iFLAP Methode, die auf 
eine konstante Proteinverteilung während der Messung beruht, nicht anwendbar.  
Nach Zytokin induzierter Aktivierung von STAT3 transloziert der Transkriptionsfaktor in den 
Zellkern und akkumuliert dort über einen Zeitraum von 30-60 min. Die Anreicherung im 
Zellkern ist eine Folge der veränderten nukleären Im- und Exportprozesse von STAT3. 
Dabei überlagern sich die Dephosphorylierung im Zellkern durch die nukleäre Isoform der 
T-Zell Phosphotyrosinphosphatase TC45 [56] und der folgende Export aus dem Kern, so-
wie der Import von phosphorylierten STAT-Dimeren. Erst nach Geninduktion des feedback-
Inhibitors SOCS3 und der darauffolgenden Signalinhibierung am aktivierenden Rezeptor 
folgt die Rückkehr zu einer Gleichgewichtsverteilung mit prädominanter Verteilung von 
STAT3 im Zytoplasma.  
Die Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3 wird, wie bei al-
len physikalischen und chemischen Prozessen, durch den langsamsten Prozess begrenzt.  
Die Akkumulation von aktiviertem STAT3 im Zellkern könnte durch reduzierten nukleären 
Export oder durch verstärkten Import von STAT3 aus dem Zytoplasma bewirkt werden. Im 
ersten Fall müsste sich das nukleozytoplasmatischen shuttling, im Vergleich zu latentem 
STAT3 in unstimulierten Zellen, verlangsamen. Im Umkehrschluss würde im Falle eines 
verstärkten Imports von aktiviertem STAT3 das nukleozytoplasmatische shuttling be-
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schleunigt. 
Die Umgehung der oben erwähnten Problematik der Transienz in der Aktivierung von 
STAT3 ergab sich aus dem Wissen, dass im Verlauf von vielen chronischen Entzündungen 
und onkogenen Transformationen konstitutiv aktiviertes STAT3 beteiligt ist. In diesem Kon-
text ist die Bedeutung des nukleozytoplasmatischen shuttlings des Transkriptionsfaktors 
STAT3 natürlich von besonderem Interesse. In Zellen mit konstitutiver STAT3 Aktivierung 
sind häufig zytoplasmatische Tyrosinkinasen oder Rezeptortyrosinkinasen dysreguliert und 
führen zu einer dauerhaften Phophorylierung und Akkumulation von STAT3 im Zellkern.  
Ein Beispiel dafür ist die onkogene Tyrosinkinase Src. Durch Transfektion von Zellen mit 
einer C-terminal verkürzten konstitutiv aktiven Variante von Src (virales Src) wird STAT3 
Rezeptor-unabhängig phosphoryliert. Der Verlust der Autoinhibition von viralem Src (v-Src) 
bewirkt eine dauerhafte Aktivierung von STAT3 in diesen Zellen.  
Die Fähigkeit von v-Src zur Phosphorylierung von STAT3 am aktivierenden Tyrosin705 wur-
de durch transiente Transfektion von COS-7 Zellen nachgewiesen. Im Western Blot ist 
nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  für 30 min die Phosphorylierung von STAT3 durch einen 
Phosphotyrosin705-spezifischen Antikörper detektierbar. Durch die Transfektion mit v-Src 
ist selbst in unstimulierten Zellen eine dauerhafte Tyrosinphosphorylierung nachweisbar. 
Die Zugabe von IL-6/sIL-6R  verstärkt die Phosphorylierung nur additiv, da die Stimulation 
auch die nicht transfizierten Zellen erreicht (Abb. 14A).  
Neben dem Potenzial zur Tyrosinphosphorylierung von endogenem STAT3 wurde auch die 
Fähigkeit zur Aktivierung von Fluoreszenz-markierten STAT3-Fusionsproteinen durch v-
Src und anderen zytoplasmatischen Tyrosinkinasen mit onkogenem Potenzial untersucht. 
Dazu wurden MEFfl/fl und stabil mit STAT3-YFP transfizierte MEF  Zellen biochemisch 
charakterisiert. Auch hier ist v-Src fähig endogenes STAT3 in MEFfl/fl Zellen und ebenfalls 
das Fusionskonstrukt STAT3-YFP zu phosphorylieren (Abb. 14B). Andere onkogene Tyro-
sinkinasen, wie Fyn, Abl und BCR-Abl, besitzen nicht die Fähigkeit STAT3 zu aktivieren. In 
Lokalisationsuntersuchungen mittels konfokaler laser scanning Mikroskopie in fixierten 
MEF  Zellen, welche stabil STAT3-CY exprimieren, zeigte sich, dass STAT3-CY nur in 
den Zellen dauerhaft im Zellkern angereichert ist, welche v-Src exprimieren (Abb. 14C). 
Src wurde in diesen Zellen durch indirekte Immunfluoreszenz mit einem gegen Phosphoty-
rosin418 gerichteten Antikörper visualisiert, welcher aktives Src kennzeichnet.  
Um die Expression von v-Src im live cell imaging zu kontrollieren, wurde v-Src C-terminal 
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 Abb. 14 Konstitutive Aktivierung von STAT3 durch virales Src:  
A.: COS-7 Zellen wurden transient mit v-Src und STAT3, wie angegeben, transfiziert. Die Zellen wurden 
für 30 min mit 20 ng/ml IL-6 und 1 g/ml sIL-6R  stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Lysate wurden 
im Western Blot mittels eines STAT3-Phosphotyrosin-spezifischen Antikörpers analysiert (oben). Nach 
dem stripping erfolgte die Gegenfärbung mit einem Antikörper gegen STAT3 (unten). B.: MEF
fl/fl 
und 
MEF
Δ/Δ
 Zellen, welche STAT3-YFP stabil exprimieren, wurden mit v-Src, Fyn, Abl oder BCR-Abl transfi-
ziert oder als Kontrolle und zur IL-6-Stimulation (20 ng/ml IL-6 und 1 g/ml sIL-6R sR  untransfiziert 
belassen. Die Zelllysate wurden immunochemisch im Western Blot auf pY
705
-STAT3 and Gesamt-STAT3 
hin analysiert. C.: MEF
Δ/Δ
 Zellen, welche STAT3-CY stabil exprimieren, wurden transient mit v-Src transfi-
ziert, fixiert und mit einem pY
418
-v-Src-spezifischen und einem Cy3-konjugierten sekundären Antikörper  
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mit dem roten Fluoreszenzprotein DsRed fusioniert. DsRed ist durch rotverschobene An-
regungs- und Abstrahlungsspektren im konfokalen laser scanning Mikroskop getrennt von 
CFP und YFP detektierbar. Transient mit v-Src-DsRed transfizierte Zellen wiesen ebenfalls 
eine konstitutive Aktivierung von STAT3 mit dauerhafter Anreicherung im Kern auf (Abb. 
14D).  
Die dauerhafte Phosphorylierung von STAT3 durch v-Src und die damit verbundene Ver-
schiebung der Gleichgewichtsverteilung in den Kern, eröffnet die Möglichkeit zur Untersu-
chung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von konstitutiv aktiviertem STAT3 mit Hilfe 
der iFLAP Methode in lebenden Zellen.  
 
3.3.2. Nukleozytoplasmatisches shuttling von konstitutiv aktiviertem STAT3 
Nur wenige iFLAP Untersuchungen der STAT3 Import- und Export-Mutanten waren aus-
wertbar. Aufgrund von Zellbewegungen der lebenden Zellen in horizontaler und vertikaler 
Richtung verschoben sich die Detektions-ROIs häufig, sodass keine fehlerlose Auswer-
tung der Messungen möglich war. Deswegen wurde die iFLAP Methode so modifiziert, 
dass mehr Messungen nutzbar wurden.  
Das in Abbildung 15 dargestellte Schema verdeutlicht die Änderungen. Das selektive Blei-
chen der YFP-Fluoreszenz, ohne Effekt auf die CFP-Fluoreszenz, bildet weiterhin die 
Grundlage. Allerdings erfolgt die Aufnahme des gesamten Bildbereiches und ein konstan-
tes Bleichen über die Messzeit nach jeder Aufnahme mit 100% Laserleistung und 20 
Bleichpulsen innerhalb eines im Schema rot markierten zytoplasmatischen Bleich-ROI 
(Abb. 15A). Die Bildaufnahme erfolgt alle 45 s über einen Zeitraum von 20 min.  
Die YFP-Fluoreszenzabnahme des freibeweglichen STAT3-CY im gesamten Zytoplasma 
ist anhand des Schemas dargestellt (Abb. 15A, linke Spalte). Findet nukleozytoplasmati-
sches shuttling statt, verringert sich auch die YFP-Fluoreszenzintensität im Zellkern über 
die Zeit.  
Der CFP-Fluoreszenzkanal dient wieder als interner Standard zur Kontrolle über die 
gleichbleibende Verteilung der Gesamtpopulation des STAT3-CY (Abb. 15A, mittlere Spal-
durch indirekte Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die CFP-, YFP- und Cy3-Fluoreszenzen wurden am 
konfokalen laser scanning Mikroskop detektiert. Die Maßstabsbalken entsprechen 10 m. D.: MEF
Δ/Δ
 Zel-
len, welche STAT3-CY stabil exprimieren, wurden transient mit v-Src-DsRed transfiziert, fixiert und die 
Fluoreszenzen am konfokalen laser scanning Mikroskop detektiert. Die Maßstabsbalken entsprechen 20 
m. Experimente A. und B. wurden von Dr. A. Herrmann am Institut für Biochemie der RWTH Aachen 
durchgeführt.  
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te). Um den Bleicheffekt durch die Laseranregung während der Bildaufnahme zu kontrol-
lieren, wird immer eine zweite Zelle in die Bildaufnahme einbezogen, in welcher nicht ge-
blichen wird.  
Der Translokationsprozess kann 
durch einfache Verrechnung der 
CFP- und YFP-Fluoreszenz-
intensitäten mit der am Mikros-
kop verfügbaren Software bild-
gebend dargestellt werden. 
Durch die Formel I=(1-IYFP /ICFP) x 
4096 (I = Fluoreszenzintensität) 
wird jeder Bildpunkt verrechnet 
und so ein neues Bild generiert in 
dem YFP-geblichenes STAT3-CY 
visualisiert wird (Abb. 15A, rechte 
Spalte). 
Vor Bleichbeginn werden die 
Einstellungen von Laseranre-
gung und Detektorempfindlichkeit 
für CFP und YFP so angepasst, 
dass die Signalintensitäten iden-
tisch sind und den äquimolaren 
Mengen von CFP und YFP im STAT3 Fusionskonstrukt entsprechen. Das erste generierte 
Bild entspricht somit einem Nullwert. 
In der schematischen Abbildung ist die zeitliche Verteilung von geblichenem STAT3-CY 
aus dem Bleich-ROI über das Zytoplasma und bei nukleozytoplasmatischen shuttling auch 
in den Zellkern angedeutet, wobei entsprechend der Intensitätsskala blau für geringe und 
rot für hohe Intensität steht.  
Aufgrund der schlechten Transfektionseffizienz der MEF Zellen und der Notwendigkeit 
zwei Zellen in direkter Nachbarschaft aufzunehmen erfolgte die Analyse des nukleozytop-
lasmatischen shuttlings durch bildgebenden iFLAP in besser transfizierbare HepG2 Hepa-
toma Zellen.  
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0
(1-IYFP /ICFP)
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Abb. 15 Schematische Darstellung der bildgebenden 
iFLAP Methode in zwei Zellen:  
(Linke und mittlere Spalte): YFP- und CFP-
Fluoreszenzveränderung über die Zeit nach Bleichen in einer 
Zelle (rotes Bleich-ROI). (Rechte Spalte): In silico 
Generierung eines Fehlfarbensignals durch Verrechnung der 
CFP- und YFP-Fluoreszenzintensitäten (1-(I
YFP
/I
CFP
)*4096, 
welches die geblichene Subpopulation von STAT3-CY 
repräsentiert und ihre Verteilung in der Zelle über die Zeit. 
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Die Messergebnisse der Analyse des nukleozytoplasmatischen shuttlings in mehreren Zel-
len sind anhand repräsentativer Einzelmessungen dargestellt. Die Fluoreszenzintensitäten 
von CFP und YFP sind als Intensitätsprofil entlang des roten Pfeils graphisch aufgetragen 
(Abb. 16A und B, oben). Das im bildgebenden iFLAP generierte Signal des geblichenen 
STAT3-CY ist im Zeitverlauf für alle 5 min über 20 min dargestellt und auch mittels des In-
tensitätsprofils in der Zelle (roter Pfeil) quantifiziert (Abb. 16).  
In unstimulierten, STAT3-CY exprimierenden Zellen liegt das Fusionskonstrukt prädomi-
nant zytoplasmatisch vor (Abb. 16A). Nach dem ersten Bleichpuls verteilt sich das Signal 
schnell aus dem Bleich-ROI (weißes Rechteck) über das gesamte Zytoplasma und reprä-
sentiert das frei diffundierende STAT3-CY. Das erste Signal im Kern ist nach 5 min er-
kennbar und erhöht sich langsam über den weiteren Zeitverlauf, was auch im Kurvenver-
lauf des Diagramms zu erkennen ist (Abb. 16A). Das Signal entsteht durch nukleozytop-
lasmatisches shuttling von STAT3-CY. YFP-geblichenes STAT3-CY strömt in den Kern und 
wird durch den Ausstrom von ungeblichenem STAT3-CY ersetzt.  
Die Analyse des nukleozytoplasmatischen shuttlings von dauerhaft aktiviertem STAT3-CY 
erfolgte in zusätzlich mit v-Src-DsRed transfizierten Zellen. Die Expression von v-Src-
DsRed wurde vor jeder Messung durch Detektion der DsRed-Fluoreszenz in der Zelle 
kontrolliert (nicht gezeigt). Zellen, welche v-Src oder v-Src-DsRed überexprimierten, ver-
änderten ihre Morphologie oder gingen sogar in Apoptose. Deshalb wurden nur Zellen mit 
schwacher Expression für Messungen herangezogen. 
Die STAT3-CY Anreicherung im Zellkern ist deutlich erkennbar (Abb. 16B, oben). Im Zeit-
verlauf des generierten Signals ist auch für konstitutiv aktiviertes STAT3-CY eine Erhö-
hung der Signalintensität im Zellkern festzustellen. Das Signal ist, im Vergleich zu STAT3-
CY in unstimulierten Zellen, schneller im Zellkern nachweisbar. Die leichte Verstärkung der 
schwachen Signale in allen Kontrollzellen über den Zeitverlauf weist auf einen geringen 
Bleicheffekt durch die Bildaufnahmen hin, der aber zu vernachlässigen ist. Der Vergleich 
Abb. 16 iFLAP Messungen des nukleozytoplasmatischen shuttlings von konstitutiv aktiviertem 
STAT3: 
Benachbarte lebende HepG2 Zellen, transient transfiziert mit STAT3-CY, wurden in einer 
Inkubationskammer bei 37°C und 5% CO2 am konfokalen laser scanning Mikroskop untersucht. Die 
Überlagerung der CFP- und YFP-Fluoreszenzintensitäten ist in einem Bild und entlang eines Profils (roter 
Pfeil) durch die Zellen dargestellt (oberstes Bild und Graph, N = Zellkern). In einer Zelle wurde die YFP-
Fluoreszenz im Zytoplasma kontinuierlich nach jeder Bildaufnahme geblichen (weißes Rechteck) und die 
Intensität und Verteilung des generierten Signals über die Zeit im Bild und entlang eines Profils (roter 
Pfeil) dargestellt. Die zweite Zelle dient zur Kontrolle des Bleichens durch die Bildaufnahmen. Es sind 
repräsentative Messungen aus mehreren Versuchen dargestellt. 
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der Translokationsdynamik von latentem und dauerhaft aktiviertem STAT3-CY führt zu der 
Aussage, dass sich das nukleozytoplasmatische shuttling nach Aktivierung von STAT3 be-
schleunigt. 
Leider lassen die bisherigen Auswertungen der iFLAP Versuche keine quantitativen Aus-
sagen über Translokationsgeschwindigkeiten zu. Außerdem fließen unkontrollierbare Ver-
änderungen in der experimentellen Durchführung von Einzelzell-Experimenten in die Er-
gebnisse ein. Solche Parameter sind vor allem schwankende Zellgrößen und Expressi-
onsmengen von STAT3-CY. Diese haben direkten Einfluss auf die Menge an geblichenem 
Fusionsprotein und machen somit eine besonders sorgfältige Auswahl der zu untersu-
chenden Zellen nötig. 
Eine genauere quantitative Auswertung der iFLAP Resultate wurde möglich durch die Ers-
tellung eines mathematischen Modells der Translokationsprozesse im nukleozytoplasmati-
schen shuttling in Kooperation mit dem Institut für Prozesstechnik der RWTH Aachen. Die 
in der iFLAP Methode erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden mit dem mathematischen Mo-
dell verrechnet und lieferten in Verbindung mit computergestützter Parameterschätzung 
einen genauen Wert für die Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings (Ka-
pitel 2.7.1). Dabei werden nur die Fluoreszenzdaten nach Beendigung des Bleichintervals 
in die Berechnungen einbezogen. Ein großer Vorteil dieser Auswertung ist die Unabhän-
gigkeit der Ergebnisse von oben erwähnten Fehlerquellen. 
Dazu wurde die iFLAP Methode wieder in ihrer ursprünglichen Form, mit einer initialen 
Bleichphase, angewandt (Kapitel 3.2.2.). Abbildung 17A zeigt einen beispielhaften Ver-
suchsaufbau von HepG2 Zellen, nach Doppeltransfektion mit STAT3-CY und v-Src-DsRed. 
Die obere Zelle zeigt eine deutliche nukleäre Anreicherung von STAT3-CY in einem Über-
lagerungsbild des CFP- und YFP-Kanals nach Ko-Transfektion mit v-Src-DsRed (DsRed-
Kanal nicht gezeigt). Die untere Zelle exprimierte nur STAT3-CY, welches in unstimulierten 
Zellen prädominant zytoplasmatisch vorliegt. 
Die Fluoreszenzen werden nur in engbegrenzten Bereichen des Zytoplasmas (ROI 1) und 
Zellkern (ROI 2) gemessen und mit der Hintergrundfluoreszenz (ROI 3) verrechnet. Eine 
Subpopulation von STAT3-CY wird durch die initiale Bleichphase im Zytoplasma (weißer 
Kreis) durch Ausbleichen von YFP markiert und der Fluoreszenzverlauf von CFP und YFP 
über die Zeit (30 min) in den Detektions-ROIs gemessen. Durch Verrechnung der CFP-
Fluoreszenz im mathematischen Modell können geringe Schwankungen der Fluoreszenz-
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intensitäten durch Zellbewegung und Bleichartefakte der Bildaufnahme herausgerechnet 
werden.  
Die Messung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von unphosphoryliertem STAT3-CY 
wurde an unstimulierten mit STAT3-CY transfizierten HepG2 Zellen durchgeführt. Die Un-
tersuchung des shuttlings von dauerhaft aktiviertem STAT3 machte eine Doppeltransfekti-
on der Zellen mit STAT3-CY und v-Src-DsRed notwendig.  
Bei Messungen an stabil mit STAT3-CY transfizierten MEF  Zellen wurden je nach Ver-
suchsziel v-Src-DsRed zutransfiziert. Die Expression von v-Src-DsRed wurde auch hier 
vor den Versuchen anhand der DsRed-Fluoreszenz kontrolliert, wobei nur Zellen mit ge-
ringen Expressionsmengen in die Messungen einbezogen wurden.  
Über die Verrechnung der Fluoreszenzdaten im mathematischen Modell mit computerge-
stützter Parameterschätzung erhalten wir den Wert  [1/s], der den Austausch von Fluo-
reszenz zwischen Zytoplasma und Zellkern pro Sekunde repräsentiert und somit eine 
quantitative Größe für die Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings von 
STAT3 darstellt.  
Da die mikroskopischen Messungen keine direkte Bestimmung der STAT3-CY-
Konzentration über die Fluoreszenzintensität in einem definierten Volumen zulassen, kann 
auch keine Aussage über den quantitativen Austausch von STAT3-Proteinmengen getrof-
fen werden. 
Die errechneten Mittelwerte von  aus den iFLAP Messungen in HepG2 und MEF  Zellen 
zeigen einen deutlichen Anstieg der Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shutt-
lings für dauerhaft aktiviertes STAT3 gegenüber der von latentem STAT3 (Abb. 17B). Da-
bei steigt der Mittelwert für  in unstimulierten HepG2 Zellen von 0,000450 ± 0,000141 
[1/s] auf 0,000758 ± 0,000295 [1/s] in HepG2 Zellen mit dauerhaft aktiviertem STAT3. Ver-
gleichbare Ergebnisse für  wurden auch bei Messungen in MEF  Zellen erhalten. Hier 
stieg der Mittelwert von  in unstimulierten Zellen von 0,000534 ± 0,000354 [1/s] auf 
0,000911 ± 0,000416 [1/s] nach dauerhafter Aktivierung von STAT3-CY.  
Dies bedeutet eine annähernde Verdopplung der Geschwindigkeit des nukleozytoplasma-
tischen shuttlings von STAT3-CY durch die konstitutive Phosphorylierung des Transkripti-
onsfaktors.  
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Abb. 17 Quantitative Auswertung des nukleozytoplasmatischen shuttlings:  
A.: Beispielhafter iFLAP Versuchsaufbau anhand lebender HepG2 Zellen, welche mit STAT3-CY und v-
Src-DsRed kotransfiziert wurden. Die Fluoreszenzintensitäten von CFP und YFP werden in lebenden 
Zellen über die Zeit nur in den regions of interest (ROIs, rote Kreise) im Zytoplasma (1), Kern (2) und 
außerhalb der Zelle (3) detektiert und als Graph dargestellt (blaue Kurven: CFP-Fluoreszenzen, gelbe 
Kurven: YFP-Fluoreszenzen). Das zeitlich begrenzte selektive YFP-Bleichen erfolgt im Zytoplasma 
(weißer Kreis) über ein limitiertes Intervall (Graph, roter Balken). B.: Mit STAT3-CY transfizierte HepG2 
Zellen und stabil transfizierte MEF
Δ/Δ
 Zellen wurden wie indiziert zusätzlich mit v-Src-DsRed transfiziert. 
Die lebenden Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 in einer Inkubationskammer am konfokalen laser 
scanning Mikroskop untersucht, wie in Abb. 4 beschrieben. Die erhaltenen iFLAP Daten der 
Einzelmessungen wurden mit einem mathematischen Modell verrechnet und lieferten in Verbindung mit 
computergestützter Parameterschätzung den Wert  [1/s] für die Geschwindigkeit des 
nukleozytoplasmatischen shuttlings. Der Mittelwert von mehreren Messung (n) ist im Graph gegen die 
Zeit aufgetragen ist. Nach Student‟schen t-Test mit einem Signifikanzniveau von =0,05 sind die iFLAP 
Messungen der HepG2 Zellen mit einem p-Wert von 0,001 signifikant. Die Messungen der MEF
Δ/Δ
 Zellen 
sind mit einem p-Wert von 0,103 nicht signifikant. 
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3.4. Einfluss der Dimerisierung auf das nukleozytoplasmatische  
 shuttling von latentem STAT3 
3.4.1. Nachweis der Dimerisierung von unphosphoryliertem STAT3 
Die Dimerisierung von unphosphoryliertem STAT3 ist beschrieben [107, 108], aber in ihrer 
physiologischen Relevanz noch unklar. Die sich daraus ergebende Fragestellung, ob die 
Dimerisierung von latentem STAT3 Bedeutung für das nukleozytoplasmatische shuttling 
hat sollte in den folgenden Untersuchungen geklärt werden. 
Um den Einfluss von präformierten STAT3-Dimeren auf das shuttling zu klären, wurde ver-
sucht Mutationen in STAT3 zu generieren, welche die Dimerisierung von latentem STAT3 
verhindern. Diese Mutanten würden die Untersuchung einer einheitlichen monomeren 
STAT3-Population erlauben. Die Proteinbereiche, welche die Interaktion zwischen zwei 
unphosphorylierten STAT3-Molekülen vermitteln sind noch nicht bekannt.  
Die Ausbildung von unphosphorylierten STAT-Dimeren ist jedoch für STAT1 genau unter-
sucht [28, 40, 109]. Die Interaktion zwischen den beiden N-terminalen Domänen von 
STAT1-Molekülen ist für die Dimerisierung essenziell, wobei die Mutation der Aminosäuren 
Phenylalanin und Leucin an den Positionen 77 und 78 zu Alanin diese Bindung zerstört 
und zu monomerem STAT1 führt. Ein weiterer Kontakt zwischen der coiled-coil-Domäne 
und der DNA-Bindungsdomäne von STAT1 hat eine stabilisierende Funktion. Untersu-
chungen des STAT3-Kernfragments (Aminosäuren 127-688) mittels Röntgen-Struktur-
Analyse und der entsprechenden Mutanten von STAT3 lassen vermuten, dass diese stabi-
lisierende Interaktion in STAT3 nicht auftritt [22]. 
Es wurde versucht diese Erkenntnisse für STAT1 auf STAT3 zu übertragen, um einen ver-
gleichbaren Effekt nachzuweisen. Die Aminosäuren Valin und Leucin an den Positionen 77 
und 78 in STAT3 wurden zu Alanin mutiert (STAT3-VL). Zusätzlich wurde eine Mutante von 
STAT3 kloniert, in welcher die gesamte N-terminale Domäne (Aminosäuren 1-125) dele-
tiert ist (STAT3- Nt). Beide Mutationen wurden in das Fusionskonstrukt STAT3-CY über-
führt, um die Dimerisierung und das nukleozytoplasmatische shuttling näher zu untersu-
chen (Abb. 18). 
Die Fusionskonstrukte wurden funktionell charakterisiert und ihr Einfluss auf die Ausbil-
dung von unphosphorylierten STAT3-Dimeren untersucht. MEF Zellen wurden stabil mit 
den Fusionskonstrukten transfiziert. Die Expression und Tyrosinphosphorylierung der Mu-
tanten nach Zytokinstimulation wurde im Western Blot überprüft. Es zeigte sich eine 
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moderate Überexpression der Fusionsproteine im Vergleich mit endogenem STAT3 in 
MEFfl/fl Zellen. Die Mutanten wiesen etwas geringere Expressionslevel auf als STAT3-CY 
(Abb. 19A). Sowohl für STAT3-VL-CY, als auch für STAT3- Nt-CY konnte die Phosphory-
lierung des Tyrosins705 nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  mittels eines spezifischen Anti-
körpers detektiert werden. Unter Berücksichtigung der Expressionsmengen und der La-
dungskontrolle weisen STAT3- Nt-CY und STAT3-VL-CY eine stärkere Tyrosinphosphory-
lierung auf als STAT3-CY.  
Die Detektion der subzellulären Lokalisation der Fusionskonstrukte erfolgte mittels konfo-
kaler Fluoreszenzmikroskopie (Abb. 19B). Die Mutante STAT3-VL-CY liegt in unstimulier-
ten Zellen, wie STAT3-CY, prädominant zytoplasmatisch vor. Die Deletionsmutante STAT3-
Nt-CY weist eine Gleichverteilung zwischen Kern und Zytoplasma auf. Nach Stimulation 
mit IL-6/sIL-6R  akkumulieren STAT3-CY und STAT3-VL-CY mit vergleichbarer Dynamik 
im Zellkern. Interessanterweise zeigt STAT3- Nt-CY nach Stimulation keine Anreicherung 
im Zellkern, obwohl eine Tyrosinphosphorylierung im Western Blot detektiert wurde (Abb. 
19A).  
Die Ausbildung latenter STAT3-Dimere wurde mittels nativer Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese nachgewiesen. Mit dieser Methode werden Proteine unter nicht-
denaturierenden Bedingungen im elektrischen Feld eines Gradienten-Polyacrylamid-Gels 
anhand ihrer Ladung und Größe aufgetrennt. Durch Zugabe von negativ geladenem Coo-
massie-Brilliant-Blau in das Zelllysat wird die Eigenladung aller Proteine abgedeckt und 
mit einer negativen Nettoladung versehen, welche eine gerichtete Wanderung im elektri-
schen Feld ermöglicht. Der Vorteil dieser Methode im Kontext von Fluoreszenz-markierten 
Proteinen ergibt sich aus der Möglichkeit, die nicht-denaturierten Fluorophore mittels eines 
Abb. 18 Domänenstruktur der Fluoreszenz-markierten STAT3-Fusionskonstrukte: 
STAT3-CY, STAT3-VL-CY (Mutation in der N-terminalen Domäne, V77A/L78A) und STAT3- Nt-CY 
(Deletion der N-terminalen Domäne, Aminosäuren 1-125). 
CFP YFP
N-term
Y705
STAT3-CY
coiled coil
DNA
bind linker SH2 TAD
CFP YFP
CFP YFP
STAT3-VL-CY
STAT3- Nt-CY
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Fluoreszenz-Scanners im Gel spezifisch zu detektieren.  
Zelllysate von stabil mit STAT3-CY, STAT3-VL-CY und STAT3- Nt-CY transfizierten 
MEF  Zellen wurden in einem 4%-16% Gradienten-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde nach 
3h Laufzeit in einen Fluoreszenz-Scanner überführt (Typhoon 9500, GE Healthcare). Nach 
Fluoreszenzanregung mit der 488 nm Laserlinie und der Detektion mittels eines Band-
Abb. 19 Biochemische und funktionelle Charakterisierung der STAT3-Fusionskonstrukte:  
A.: MEF
fl/fl
 und MEF
Δ/Δ
 Zellen, welche stabil STAT3-CY, STAT3-VL-CY oder STAT3- Nt-CY exprimieren, 
wurden für 30 min mit 20 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml sIL-6R  stimuliert oder unstimuliert belassen. Nach 
Lyse der Zellen und Auftrennung von 20 g Gesamt-Protein in der SDS-PAGE wurden Phosphotyrosin
705
 
(Oben), STAT3 (Mitte) und GAPDH (Unten), als Ladungskontrolle, mittels spezifischer Antikörper im 
Western Blot detektiert. B.: Lebende MEF Zellen, welche STAT3-CY, STAT3-VL-CY oder STAT3- Nt-CY 
stabil exprimierten wurden am konfokalen laser scanning Mikroskop untersucht. Die Zellen wurden in einer 
Inkubationskammer bei 37°C und 5% CO2 30 min mit 20 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml löslichem IL-6R  
stimuliert oder unstimuliert belassen. Die subzelluläre Lokalisation wurde durch die Detektion der CFP- und 
YFP-Fluoreszenz der STAT3-Fusionsproteine (Überlagerungsbild) analysiert. Die Maßstabsbalken 
entsprechen 20 m.  
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pass-Filters (535 nm BP40) konnten zwei Banden der fluoreszierenden STAT3-
Fusionsproteine nachgewiesen werden (Abb. 20A und B). Die Kontrolllysate aus MEFfl/fl 
Zellen weisen im Gel keine Fluoreszenz auf. 
Die molekularen Massen von STAT3-CY und STAT3-VL-CY betragen für das Monomer 
145 kDa und für das Dimer 290 kDa und wurden anhand der Aminosäurensequenz be-
rechnet. Für die molekulare Masse von STAT3- Nt-CY ergibt sich, aufgrund der Deletion 
des N-terminus, eine Monomergröße von 126 kDa und eine Dimergröße von 252 kDa.  
Nach anschließender Silberfärbung des Gels konnten die Fluoreszenzbanden aufgrund 
ihrer Laufweite, durch den Vergleich mit den Banden der nativen Markerproteine BSA 
(Monomer 66 kDa / Dimer 132 kDa / Trimer 198 kDa) und Urease (Trimer 272 kDa / He-
xamer 545 kDa), als Monomere und Dimere der Fusionskonstrukte eingegrenzt werden 
(Abb. 20B). Der direkte Größenvergleich ist nicht exakt, da zum einen die negative Netto-
ladung von gleich großen Proteinen aufgrund ihrer Aminosäurensequenz schwankt, weil 
Coomassie-Brilliant-Blau verstärkt basische Aminosäuren bindet. Des Weiteren hängt der 
Van-der-Waal‟s Radius von der räumlichen Struktur des nativen Proteins oder des Protein-
Komplexes ab. 
STAT3-CY liegt sowohl in unstimulierten Zellen als auch nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  
zum größeren Teil als Monomer vor, bildet allerdings auch in unstimulierten Zellen un-
phosphorylierte Dimere aus. Nach Stimulation steigt die Menge der STAT3-CY-Dimere, 
trotz Tyrosinphosphorylierung von STAT3-CY, der Ausbildung von aktivierten Dimeren über 
Phosphotyrosin-SH2-Domänen-Bindung und der Akkumulation von STAT3-CY im Zellkern, 
überraschenderweise nur wenig an (Abb. 20A und B). 
Auch für die Mutante STAT3-VL-CY lässt sich die Ausbildung von Dimeren vor und nach 
Stimulation nachweisen. Somit verhindert diese Mutation in STAT3 nicht die Dimerisierung 
von latentem STAT3 in unstimulierten Zellen, wie es für die entsprechende Mutation in 
STAT1 beschrieben ist. 
Allerdings konnte die Ausbildung von unphosphorylierten STAT3-Dimeren durch Deletion 
der N-terminalen Domäne verhindert werden, da in unstimulierten Zellen keine Dimer-
Bande für die Mutante STAT3- Nt-CY nachweisbar war (Abb. 20A und B). Die Formation 
von aktivierten STAT3- Nt-CY-Dimeren nach Stimulation wurde durch die Deletion nicht 
beeinflusst. 
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Abb. 20 Nachweis der Dimerisierung von unphosphoryliertem STAT3:  
A.: MEF
fl/fl
 und MEF
Δ/Δ
 Zellen, welche stabil STAT3-CY, STAT3-VL-CY oder STAT3- Nt-CY exprimieren 
wurden über die angegebenen Zeiträume mit 25 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml sIL-6R  stimuliert oder 
unstimuliert belassen. Die Zellen wurden lysiert, 30 g Gesamt-Lysat mit Coomassie versetzt und die 
Proteine mittels nativer Gel-Elektrophorese in einem Gradienten-Gel augetrennt. Das Gel wurde 
anschließend in einen Fluoreszenz-Scanner überführt und die CFP- und YFP-Fluorezenz im Gel 
detektiert. B.: Oben genannte MEF
Δ/Δ
 Zellen wurden wie beschrieben behandelt, die Lysate in der nativen 
Gel-Elektrophorese aufgetrennt und im Fluoreszenz-Scanner detektiert (Oben). Zusätzlich wurden 5 g 
Urease und 20 g bovines Serumalbumin (BSA) als Markerproteine aufgetragen, welche vom Gel 
abgeschnitten und mit Silberfärbung detektiert wurden (Rechts). Die STAT3-Fusionsproteinen wurde im 
Gel in 0,5% SDS-Laufpuffer für 1 h inkubiert und im Western Blot auf eine PVDF-Membran übertragen. 
Mittels eines STAT3- (Oben) und Phosphotyrosin
705
-spezifischen (Unten) Antikörpers konnten die 
monomeren und dimeren Banden analysiert werden. 
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Die nativen Gele wurden nach der Fluoreszenz-Detektion im Western Blot mittels spezifi-
scher Antikörper, welche gegen STAT3 und das Phosphotyrosin705 gerichtet sind, immun-
chemisch untersucht. Die spezifische Antikörper-Bindung ist allein auf die vorher detektier-
ten Fluoreszenz–Banden beschränkt und bestätigt den Nachweis der fluoreszierenden 
STAT3-Fusionskonstrukte durch native Gel-Elektrophorese (Abb. 20B, unten). Außerdem 
ist erkennbar, dass in den Dimer-Banden von unstimulierten Zellen keine Tyrosinphospho-
rylierung vorliegt und diese somit für die Ausbildung der Dimere nicht notwendig ist. Nach 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R  weisen die STAT3-Dimere eine stärkere Tyrosinphosphorylie-
rung als die STAT3-Monomere auf. Über den Vergleich der STAT3-Proteinmengen lässt 
dies den Rückschluss zu, dass nur ein geringer Teil der STAT3-Monomere tyrosinphos-
phoryliert ist. 
Der Vergleich der detektierten Fluoreszenz mit der Menge von STAT3-Fusionsproteinen im 
Western Blot, nachweisbar durch den STAT3-spezifischen Antikörper, zeigt eine ungleich-
mäßige Übertragung der STAT3-Fusionsproteine. Dies musste bei der Auswertung der Er-
gebnisse berücksichtigt werden. 
 
3.4.2. Nukleozytoplasmatisches shuttling von monomerem latentem STAT3 
Die Untersuchung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von unphosphoryliertem mo-
nomeren STAT3 erfolgte mittels der bildgebenden iFLAP-Methode. Der Versuchsaufbau ist 
in Kapitel 3.3. beschrieben und schematisch in Abb. 15 dargestellt. In den Untersuchungen 
wurde das konstitutive shuttling von STAT3-CY, STAT3-VL-CY und STAT3- Nt-CY analy-
siert. Durch den Vergleich der Translokationsdynamiken der Fusionskonstrukte, von denen 
STAT3- Nt-CY ausschließlich als Monomer in unstimulierten Zellen vorliegt, sollte die Be-
deutung präformierter latenter STAT3-Dimere für das konstitutive nukleozytoplasmatische 
shuttling geklärt werden. Als Kontrolle wurde ein nur aus CFP und YFP bestehendes 
Konstrukt (54 kDa) untersucht, welches aufgrund seiner geringen Größe die Kernporen 
passiert. Das Fusionsprotein CFP-YFP ist in unstimulierten stabil transfizierten 
MEF Zellen subzellulär gleichverteilt. Auch die anderen STAT3-Fusionskonstrukte wie-
sen die bereits gezeigten subzellulären Lokalisationen auf (Abb. 21, linke Spalte). 
Bei den in Abbildung 21 dargestellten iFLAP Experimenten handelt es sich um repräsenta-
tive Einzel-Zellmessungen. Um die Ergebnisse aus je 10 Messungen darzustellen, wurde 
der normalisierte Mittelwert der YFP-Fluoreszenzintensitäten aus Zellkern und Zytoplasma 
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in einem Diagramm gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 22). Es wurden nur Messungen mit 
konstantem CFP-Fluoreszenzverlauf in die Auswertung einbezogen. 
Die iFLAP Messung für STAT3-CY zeigt die Verteilung einer durch YFP-Bleichen markier-
ten Subpopulation von STAT3-CY im Zytoplasma und die folgende Anreicherung im Zell-
kern über den Zeitraum von 20 min (Abb. 21, STAT3-CY). Das auf diese Weise nachge-
wiesene konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling bestätigt die schon erhaltenen Er-
gebnisse für STAT3-CY (Abb. 16A). Die Dynamik des shuttlings wird über den Abfall der 
über 10 Messungen gemittelten nukleären YFP-Fluoreszenz darstellbar (Abb. 22A).  
Für die Mutante STAT3-VL-CY, welche präformierte STAT3-Dimere ausbildet, ist eine mit 
dem zum Wildtyp STAT3-CY vergleichbare Akkumulation von YFP-geblichenem STAT3-
VL-CY im Zellkern erkennbar. Folglich ist auch eine vergleichbare Translokationsdynamik 
zwischen Kern und Zytoplasma wie für STAT3-CY nachgewiesen (Abb. 21, STAT3-VL-
CY). Der nahezu identische Abfall der über 10 Messungen gemittelten nukleären YFP-
Fluoreszenz von STAT3-VL-CY bestätigt diesen Befund (Abb. 22B).  
Die Anreicherung von YFP-geblichenem STAT3- Nt-CY im Zellkern nach 20 min ist deut-
lich stärker als für die beiden anderen Fusionsproteine (Abb. 21, STAT3- Nt-CY). Dieses 
Ergebnis deutet auf ein schnelleres nukleozytoplasmatisches shuttling hin, welches auch 
durch die Auswertung von 10 Messungen nachweisbar ist. Die Darstellung im Graphen 
zeigt den verstärkten Abfall der gemittelten nukleären YFP-Fluoreszenz (Abb. 22C). Da 
diese Mutante, wie in Abb. 20 gezeigt, ausschließlich als Monomer in unstimulierten Zellen 
vorliegt, kann gefolgert werden, dass STAT3-Monomere ein schnelleres konstitutives nuk-
leozytoplasmatisches shuttling aufweisen als eine Mischpopulation aus Monomeren und 
Dimeren. 
Das im iFLAP Versuch untersuchte CFP-YFP Fusionsprotein weist über 20 min die stärk-
ste nukleäre Anreicherung der YFP-geblichenen Subpopulation auf (Abb. 21, CFP-YFP). 
Der im Graphen aufgetragene Mittelwert der nukleären YFP-Fluoreszenz bestätigt dies 
durch den stärksten Abfall über die Zeit (Abb. 22D). CFP-YFP entspricht damit der Erwar-
tung, dass selbst ohne aktiven Transport nur durch Diffusion über die Kernporen ein zügi-
ger Austausch von CFP-YFP zwischen Zellkern und Zytoplasma stattfindet. 
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Abb. 21 Nukleozytoplasmatisches shuttling von monomerem latentem STAT3:  
Stabil mit den angegebenen STAT3-Fusionsproteinen transfizierte MEF
Δ/Δ
 Zellen wurden in einer 
Inkubationskammer bei 37°C und 5% CO2 am konfokalen laser scanning Mikroskop im live cell imaging 
untersucht. Die bildgebende iFLAP Methode wurde, wie für Abb. 15 beschrieben, angewendet. Es 
wurden immer zwei Zellen analysiert, wobei in einer Zelle geblichen wurde und die Andere als Kontrolle 
des Bleichens durch die Bildaufnahmen.diente. Das kontinuierliche YFP-Bleichen erfolgte im Zytoplasma 
einer Zelle nach jeder Bildaufnahme (weißes Rechteck). Der CFP- und YFP-Kanal für STAT3-CY ist über 
die Zeit dargestellt, für die anderen Fusionskonstrukte ist nur das Überlagerungsbild des CFP- und YFP-
Kanals vor dem Bleichen dargestellt. Das durch die Verrechnung der Fluoreszenzintensitäten (I=(1-
I
YFP
/I
CFP
)*4096) generierten Fehlfarbensignals repräsentiert die YFP-geblichene Subpopulation der 
Fusionskonstrukte und ihre Verteilung über die Zeit. Die Ergebnisse repräsentieren die Messungen aus je 
10 Versuchen. Die Maßstabsbalken entsprechen 20 m. 
STAT3-CY
STAT3-VL-CY                                            0s                Bleichen                             300s                  600s                           1200s
0s                     Bleichen                             300s                             600s                           1200s
STAT3- Nt-CY                                           0s                 Bleichen                             300s                   600s                           1200s
CFP-YFP                                                    0s       Bleichen                             300s         600s                           1200s
CFP-Kanal 0s                     Bleichen                    300s                             600s                  1200s
YFP-Kanal 0s                     Bleichen                    300s                             600s                  1200s
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A. B.
C. D.
Abb. 22 Nukleozytoplasmatisches shuttling von monomerem latentem STAT3: 
Der normalisierte Mittelwert der zytoplasmatischen (schwarze Kurve) und nukleären (graue Kurve) YFP-
Fluoreszenzintensität aus je 10 iFLAP Messungen (siehe Abb. 21) der angegebenen STAT3-
Fusionskonstrukte ist gegen die Zeit aufgetragen. 
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3.5. Einfluss der N-terminalen Domäne auf die Aktivierung von STAT3 
Neben der Messung der nukleozytoplasmatischen Translokationsdynamik eröffnete sich 
durch die monomere Deletionsmutante STAT3- Nt-CY die Möglichkeit den Einfluss der 
Dimerisierung auf die Aktivierung von STAT3 am Rezeptor zu untersuchen. STAT1-
Mutationen, welche die Ausbildung von latenten Dimeren verhinderten, wiesen eine ver-
längerte Tyrosinphosphorylierung gegenüber dem Wildtyp auf [28]. 
In der funktionellen Charakterisierung von STAT3- Nt-CY wurde schon gezeigt, dass das 
latente Monomer nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  tyrosinphosphoryliert wird (Abb. 19A) 
und daraufhin aktivierte STAT3-Dimere ausbildet (Abb. 20A und B). Durch den Vergleich 
der Tyrosinphosphorylierung von STAT3-CY und STAT3- Nt-CY im Western Blot sollten 
nun eventuelle Unterschiede in der Aktivierung ermittelt werden. Stabil mit den Fusions-
konstrukten STAT3-CY und STAT3- Nt-CY transfizierte MEF Zellen wurden mit IL-6/sIL-
6R  über verschiedene Zeiträume stimuliert um die Phosphorylierungskinetik der Fu-
sionskonstrukte zu untersuchen. Im Weiteren wurden die Zellen mit verschiedenen Men-
gen von IL-6 stimuliert um die Sensitivität der STAT3-Fusionskonstrukte auf verschieden 
starke Aktivierung zu analysieren. Die Proteine wurden in einer SDS-PAGE aufgetrennt 
und die Phosphorylierung der STAT3-Fusionsproteine mittels eines Phosphotyrosin705-
spezifischen Antikörpers im Western Blot detektiert.  
Für kurze Stimulationszeiten (bis zu 15 min) wurde eine stärkere und damit schnellere 
Phosphorylierung von STAT3- Nt-CY gegenüber STAT3-CY nachgewiesen (Abb. 23A). 
Der Vergleich der Phosphorylierung von STAT3-CY und STAT3- Nt-CY zeigt auch zu spä-
teren Zeitpunkten bis zu 120 min Unterschiede (Abb. 23B). Die Tyrosinphosphorylierung 
von STAT3-CY nimmt nach 30 min wieder ab, während sie für STAT3- Nt-CY stärker und 
deutlich verlängert ist.  
Die Stimulation für 30 min mit steigenden Mengen von IL-6 brachte ebenfalls Hinweise auf 
Unterschiede in der Aktivierung der Fusionskonstrukte. Zwar steigt mit den IL-6-Mengen 
die Tyrosinphosphorylierung von STAT3-CY und STAT3- Nt-CY, aber bereits bei geringen 
Konzentrationen von IL-6 ist eine prominentere Tyrosinphosphorylierung für STAT3- Nt-
CY detektierbar, welche dem Dosisverlauf folgt (Abb. 23C).  
Diese Ergebnisse belegen, dass die latente monomere Deletionsmutante STAT3- Nt-CY 
schneller und verstärkt aktiviert wird und dass die Tyrosin705-Phosphorylierung über einen 
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längeren Zeitraum anhält. 
 
Abb. 23 Einfluss der N-terminalen Domäne auf die Aktivierung von STAT3: 
A. und B.: MEF
fl/fl
 und stabil mit den indizierten STAT3-Fusionskonstrukten transfizierte MEF  Zellen 
wurden über die angegebenen Zeiträume mit 20ng/ml IL-6 und 500ng/ml löslichem IL-6R  stimuliert oder 
unstimuliert belassen. 20 g Gesamt-Zelllysat wurden im elektrischen Feld eines SDS-Polyacrylamid-
Gels aufgetrennt. Der Proteinnachweis erfolgte im Western Blot mittels eines STAT3-Phosphotyrosin
705
-
spezifischen (Oben), eines STAT3-spezifischen (Mitte) Antikörpers. Die Ladung wurde anhand eines 
GAPDH- (Unten) bzw. eines Tubulin-spezifischen Antikörpers kontrolliert (Unten). C.: Stabil mit den 
indizierten STAT3-Fusionskonstrukten transfizierte MEF  Zellen wurden 30 min mit den angegebenen 
Mengen IL-6 und 500 ng/ml löslichem IL-6R  stimuliert oder unstimuliert belassen. Die Analyse im 
Western Blot erfolgte wie vorher beschrieben.  
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4. Diskussion 
 
Für das Verständnis der Signaltransduktion durch STAT-Transkriptionsfaktoren ist die sub-
zelluläre Translokationsdynamik von besonderem Interesse. Das klassische Modell der 
nukleären Translokation von STAT-Proteinen nach Stimulation in Form von stabilen phos-
phorylierten Dimeren wurde um die Beschreibung des nukleozytoplasmatischen shuttlings 
latenter STAT-Faktoren in unstimulierten Zellen erweitert. Der konstitutive nukleäre Import 
und Export von unphosphorylierten STAT-Proteinen ist für STAT1, 2, 3 und 5B gezeigt [91-
94]. Das konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling von STAT3 wurde von Pranada et 
al. in unstimulierten HepG2 Zellen mit Hilfe des fluoreszierenden Fusionskonstruktes 
STAT3-CY nachgewiesen [92]. CFP und YFP wurden C-terminal an STAT3 fusioniert 
(STAT3-CY) und am konfokalen laser scanning Mikroskop untersucht. 
In dieser Arbeit wurden die strukturellen Voraussetzungen für das nukleozytoplasmati-
schen shuttling von STAT3 in unstimulierten Zellen und dessen Dynamik im Vergleich zu 
konstitutiv aktiviertem STAT3 näher untersucht.  
Das konstitutive shuttling von latentem STAT3 ist für die subzelluläre Verteilung in unstimu-
lierten Zellen und damit für die Verfügbarkeit an den aktivierenden Rezeptoren von Bedeu-
tung. Auch für die propagierte Beteiligung von STAT3 an generellen zellulären Mechanis-
men, wie Migration oder Chromatinstabilität, ist die subzelluläre Lokalisation entscheidend 
[113-115]. 
 
Bedeutung von potenziellen Import- und Exportsignalen für das nukleozytoplasmatische 
shuttling von latentem STAT3 
Um einen Einfluss von endogenem STAT3 auf das shuttling der STAT3-Fusionskonstrukte 
auszuschließen wurde die STAT3 defiziente Zelllinie MEF
/
 in den Untersuchungen ver-
wendet. In dieser Zellinie wurde endogenes STAT3 mittels gene targeting in beiden Allelen 
inaktiviert. Im Rahmen der funktionellen Charakterisierung des chimären Konstruktes 
STAT3-CY wurde sowohl die subzelluläre Verteilung, als auch der Phosphorylierungssta-
tus vor und nach Stimulation mit IL-6 und löslichem IL-6 Rezeptor  mit endogenem 
STAT3 in MEF
fl/fl 
Zellen verglichen.  
Bei der Immunfärbung von endogenem STAT3 lag ein besonderes Augenmerk auf der 
Verwendung eines geeigneten Erstantikörpers. Ein geeigneter STAT3-Antikörper zeichnet 
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sich durch fehlende Fluoreszenzsignale in MEF
/
 aber durch Signale in MEF
fl/fl 
Zellen aus. 
Verschiedene STAT3-Antikörper, welche für Immunfärbungen geeignet sein sollten, zeig-
ten selbst in STAT3 defizienten MEF
/
 Zellen unspezifische Fluoreszenzsignale. Die un-
spezifischen Fluoreszenzsignale konnten verstärkt im Zellkern detektiert werden. Dies 
kann auf unspezifische Bindungen von STAT3-Antikörpern an nukleäre Antigene zurückzu-
führen sein. Interessanterweise wird die Verteilung von latentem STAT3 in der Literatur ge-
legentlich predominant nukleär beschrieben [101].  
Die mikroskopische Untersuchung der Lokalisation von endogenem STAT3 in der parenta-
len Zelllinie MEF
fl/fl
 und von stabil exprimiertem STAT3-CY in MEF
/
 zeigte keine Unter-
schiede in der subzellulären Verteilung in unstimulierten Zellen. Auch die nukleäre Akku-
mulation von STAT3 nach Stimulation wurde von STAT3-CY nachvollzogen (Abb. 9). Somit 
konnte auch die prädominante Lokalisation von latentem STAT3 im Zytoplasma bestätigt 
werden.  
Durch die Detektion von Phosphotyrosin
705
 im Western Blot konnte eine vergleichbare 
Phosphorylierung von endogenem STAT3 und STAT3-CY nachgewiesen werden (Abb. 
11A). Dabei zeigten die STAT3-Fusionskonstrukte in stabil transfizierten MEF
/
 Zellen ei-
ne moderate Überexpression, welche aber unter den Expressionsmengen in transient 
transfizierten Zellen lag. Diese Ergebnisse bestätigen nochmals die bereits in Pranada et 
al. [92] gezeigte Vergleichbarkeit des Fusionskonstruktes STAT3-CY und endogenem 
STAT3. 
Konstitutives nukleozytoplasmatisches shuttling beruht auf einem dynamischen Gleichge-
wicht von Import- und Exportprozessen zwischen Zytoplasma und Zellkern. Um die Berei-
che genauer einzugrenzen, die Einfluss auf die Translokation von latentem STAT3 haben, 
wurden Punktmutationen in potenziell wichtige Lokalisationssequenzen eingeführt. Aller-
dings sind für STAT3 mehrere nukleäre Import- [97, 101] und Exportsignale [99] beschrie-
ben. In der Arbeit von Pranada et al. [92] wurde auch das konstitutive shuttling von STAT3-
CY-Deletionsmutanten untersucht. Eine Deletionsmutante, in der die ersten 320 Amino-
säuren von STAT3 fehlten, war durch den Ausschluss aus dem Kern charakterisiert. Dies 
deutete auf eine fehlende NLS hin. Eine NLS in der coiled-coil-Domäne (As 126-320) ist 
im Zusammenhang mit dem Importin -vermittelten stimulationsabhängigen nukleären Im-
port von STAT3 beschrieben [103]. Daraufhin wurde diese vermutete NLS auf ihre Bedeu-
tung im nukleozytoplasmatischen shuttling von latentem STAT3 näher untersucht. Die 
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funktionell wichtigen Aminosäuren R214/R215 wurden zu Alanin mutiert ( NLS, Abb. 10). 
Die Auswirkungen auf die STAT3-Translokation durch Mutationen in den zwei weiteren 
postulierten NLS waren gering bzw. nur durch größere Deletionen nachweisbar.  
In STAT3 sind drei Leucin-reiche NES beschriebenen. Für diese NES ist postuliert, dass 
sie in den CRM1-vermittelten nukleären Export involviert sind [99]. Mutationen in diesen 
NES führten zu einer nukleären Anreicherung in unstimulierten Zellen und einer verlänger-
ten nukleären Akkumulation von STAT3 nach Zytokinstimulation. Die Mutation in der postu-
lierten NES, welche die stärksten Effekte auf die STAT3-Translokation zeigte wurde auf 
ihren Einfluss auf das nukleozytoplasmatische shuttling untersucht. Die Aminosäuren 
L525/L528 wurden zu Alanin verändert ( NES) um die beschriebene NES zu inaktivieren 
(Abb. 10). Die Untersuchung des konstitutiven nukleozytoplasmatischen shuttlings der 
NES-Mutante soll den Einfluss des CRM1-vermittelte Exportmechanismus klären. 
Die beschriebenen Effekte dieser Mutationen wurden in der funktionellen Charakterisie-
rung der chimären CY-Funktionskonstrukte in stabil transfizierten MEF
/
 Zellen bestätigt 
(Abb. 11A, B). Trotz Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation ist die Mutante STAT3-
NLS-CY nicht in der Lage im Kern zu akkumulieren. Das Konstrukt STAT3- NES-CY wird 
nach Stimulation tyrosinphosphoryliert und akkumuliert im Kern. In unstimulierten Zellen 
zeigt die NES-Mutante aber eine Gleichverteilung zwischen Zytoplasma und Kern. Dies 
deutet auf einen verminderten nukleären Export hin. Die mikroskopische Untersuchung 
des nukleozytoplasmatischen shuttlings mittels der iFLAP-Methode zeigte jedoch für kei-
nes der Konstrukte die vermutete Verringerung der Geschwindigkeit des shuttlings. 
Für das Konstrukt STAT3- NLS-CY ergibt sich die gleiche Dynamik im shuttling wie für 
STAT3-CY (Abb. 13A und C). Dieser Befund zeigt, dass diese vermutete NLS keinen Ein-
fluss auf die Translokationsdynamik von latentem STAT3 hat oder dass es sich bei diesem 
Sequenzbereich um keine NLS handelt. Für eine weitere Beurteilung wurde die Lage der 
NLS in der räumlichen Struktur von STAT3 näher betrachtet. Die Aminosäuren R214/R215 
in der coiled-coil-Domäne sind nur zum Teil exponiert (Abb. 24). Der Vergleich der räumli-
chen Strukturen von latentem und phosphoryliertem STAT3 zeigt keine Konformationsän-
derungen in der coiled-coil-Domäne, sodass dieser Bereich auch nach Phosphorylierung 
von STAT3 nicht exponiert wird [22]. Vielmehr könnte durch die Mutation die strukturelle 
Integrität der coiled-coil-Domäne gestört sein, welche durch Interaktionen ihrer vier antipa-
rallelen Helices stabilisiert wird. Dies würde bedeuten, dass der Sequenzbereich um die 
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Abb. 24 3D Darstellung der Exposition der Amino-
säuren R214/R215 in STAT3: 
Oberflächenprojektion (großes Bild) und transparenter 
Ausschnitt (kleines Bild) (nach Becker et al. (1998) [23]). 
Aminosäuren R214/R215 keine NLS ist und die Mutation eventuell durch strukturelle Ver-
änderungen Einfluss auf den stimulationsabhängigen Import hat.  
Der aktive Import von latentem STAT3 
durch die Interaktion mit -Importinen 
wird kontrovers diskutiert. Sowohl Er-
gebnisse nach denen latentes STAT3 
nicht an Importin  bindet [103, 164], 
als auch die Bindung von latentem 
STAT3 an -Importine sind publiziert 
[101]. Unsere Befunde unterstützten 
die Annahme der Importin -
unabhängigen nukleären Translokation 
für latentes STAT3. Die eher langsame 
Translokationsgeschwindigkeit in unse-
ren Ergebnissen weist auf die Möglich-
keit der passiven Diffusion durch die 
Kernporen hin. Auch der Import über den direkten Kontakt mit Nukleoporinen der Kernpore 
wäre möglich, wie er für STAT1 bereits gezeigt wurde [33]. Eine direkte Interaktion mit ß-
Importinen könnte einen weiteren möglichen Importmechanismus darstellen. Untersu-
chungen dazu sind noch nicht durchgeführt worden. Eine neuere Veröffentlichung postu-
liert die Möglichkeit des nukleären Imports von phosphoryliertem STAT3 über die indirekte 
Bindung an Importin  durch die GTPase MgcRacGAP [165]. Ein solcher Mechanismus 
wäre auch für einen unbekannten Bindungspartner von latentem STAT3 vorstellbar.  
In iFLAP Untersuchungen der Mutante STAT3- NES-CY lässt sich im Vergleich zu STAT3-
CY ein schnelleres nukleozytoplasmatisches shuttling feststellen (Abb. 13A und D). Die zu 
erwartende Folge einer NES-Mutation wäre eine Reduktion des CRM1-vermittelten nukle-
ären Exports und damit die Verlangsamung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von 
latentem STAT3. Die hier nachgewiesene Beschleunigung des shuttlings von STAT3-
NES-CY lässt die Möglichkeit zu, dass es sich bei dem postulierten NES-Motiv nicht um 
ein Exportsignal handelt. Dafür würde auch die verborgene Lage in der linker-Domäne 
sprechen (Abb. 25). Die Gesamtgeschwindigkeit eines durch Import und Export bedingten 
konstitutiven shuttlings wird durch den langsameren der beiden Prozesse limitiert. Die Be-
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Abb. 25 3D Darstellung der Exposition der Amino-
säuren L525/L528 in STAT3:  
Oberflächenprojektion (großes Bild) und transparenter 
Ausschnitt (kleines Bild) (nach Becker et al. (1998) [23]). 
  
 
 schleunigung des nukleozyto-
plasmatischen shuttlings durch die 
Mutation NES deutet somit eher auf 
eine Verstärkung des Imports hin, als 
auf eine Reduktion des Exports. Ein 
solcher Effekt würde auch im Ein-
klang mit der beobachteten Gleich-
verteilung von STAT3- NES-CY zwi-
schen Zellkern und Zytoplasma ste-
hen (Abb. 11B, unten). Eventuell ist 
die strukturelle Integrität der linker-
Domäne für den konstitutiven nukleä-
ren Import von Bedeutung. 
 
Nukleozytoplasmatisches shuttling von konstitutiv aktiviertem STAT3 
Aufgrund der Beobachtung von dysregulierter STAT3-Aktivierung in diversen Erkrankun-
gen, wie chronische Entzündungen, Autoimmunerkrankungen und Krebs, ist das Ver-
ständnis der dabei ablaufenden Translokationsprozesse für die Intervention mit Pharmaka 
und deren Entwicklung essenziell. Neben der Translokationsdynamik von latentem STAT3 
ist das nukleozytoplasmatische shuttling von aktiviertem STAT3 von besonderem Interes-
se. 
Die Untersuchung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3 mit der von uns ge-
nutzten mikroskopischen iFLAP Methode setzt eine stationäre subzelluläre Verteilung 
während der Messung voraus. Die STAT3 Aktivierung durch extrazelluläre Zytokinstimula-
tion verläuft durch die Induktion des feedback-Inhibitors SOCS3 transient. Sowohl der 
Phosphorylierungsstatus als auch die subzelluläre Lokalisation ist über den Messzeitraum 
nicht konstant. Eine stationäre Verteilung von aktiviertem STAT3 kann durch die Ko-
Expression der viralen Src-Kinase erreicht werden. Die konstitutive Aktivierung von STAT3 
kann nicht unterdrückt werden, da v-Src nicht sensitiv gegenüber SOCS3 ist [166]. Durch 
die Expression von v-Src in COS-7 und MEF
fl/fl
 Zellen wurde endogenes STAT3 an Tyro-
sin
705
, auch ohne äußeren Stimulus, dauerhaft phosphoryliert (Abb. 14A und B). Fluores-
zenz-markiertes STAT3-YFP in stabil transfizierten MEF  Zellen wurde ebenfalls konstitu-
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tiv aktiviert (Abb. 14B). Mittels indirekter Immunfärbung des Phosphotyrosins
418
, welches 
aktives Src kennzeichnet, 
 
konnte dauerhaft aktives v-Src in fixierten Zellen nachgewiesen 
werden. In STAT3-CY stabil exprimierenden MEF Zellen zeigten ausschließlich pY
418 
positive Zellen eine dauerhafte nukleäre Akkumulation von STAT3-CY (Abb. 14C). Zur 
Identifikation von v-Src im live cell imaging wurde das Fluoreszenzprotein DsRed an v-Src 
fusioniert. Durch seine Abstrahlung im roten Bereich des Spektrums kann es von CFP und 
YFP getrennt detektiert werden. Auch die Expression von v-Src-DsRed in MEF Zellen 
führte zur dauerhaften nukleären Akkumulation von STAT3-CY (Abb. 14D). In den weiteren 
Experimenten wurde die Phosphorylierung durch v-Src-DsRed für die Messungen des 
nukleozytoplasmatischen shuttlings von konstititiv aktiviertem STAT3 genutzt. Aufgrund der 
schlechten Transfektionseefizienz von MEF Zellen und der Veränderung der Zellmorpho-
logie bei zu hohen Expressionsmengen von v-Src wurden iFLAP Messungen auch in 
HepG2 Zellen durchgeführt.  
Zur Darstellung des nukleozytoplasmatischen shuttlings wurde eine bildgebende iFLAP 
Analyse durchgeführt. Im Zytoplasma einer, STAT3-CY exprimierenden, lebenden Zelle 
wird durch Bleichen des YFP in einem definierten Areal eine Subpopulation von STAT3-CY 
Proteinen markiert. Durch Verrechnung der vorher angeglichenen CFP- und YFP-
Fluoreszenzintensitäten über die Funktion I=(1-I
YFP 
/I
CFP
) x 4096 (I = Fluoreszenzintensität) 
wird ein Signal generiert, welches YFP-geblichenes STAT3-CY visualisiert. Dessen Vertei-
lung wird über die Zeit verfolgt. Eine zweite Zelle dient der Kontrolle auf Bleicheffekte 
durch die Bildaufnahme (Abb. 15).  
Die verrechneten Bilddaten zeigen im Bleichareal (weißes Rechteck) die Entstehung des 
Signals der geblichenen STAT3-CY Subpopulation und ihre Verteilung in unstimulierten 
HepG2 Zellen (Abb. 16A). Die Verteilung des Signals über das Zytoplasma visualisiert die 
schnelle freie Bewegung von STAT3 im Zytoplasma. Nach 5 Minuten sind erste Signale im 
Zellkern detektierbar, welche sich innerhalb der folgenden 15 min verstärken (auch als In-
tensitätsprofil entlang der roten Pfeile erkennbar). Diese Signale repräsentieren das nuk-
leozytoplasmatische shuttling durch einströmendes YFP-geblichenes STAT3-CY und dem 
Ausstrom von STAT3-CY, bei konstanter STAT3-Konzentration. V-Src-DsRed exprimieren-
de HepG2 Zellen mit dauerhaft aktiviertem STAT3 wurden anhand der DsRed-Fluoreszenz 
und der Akkumulation von STAT3-CY im Zellkern identifiziert. Die unter konstanten Ver-
suchsbedingungen aufgenommenen Bilddaten zeigen im Zeitverlauf ebenfalls die zytosoli-
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sche Verteilung und das nukleäre Auftreten der generierten Signale. Im Vergleich mit un-
stimulierten Zellen ist das Signal früher im Zellkern erkennbar und zeigt eine stärkere Ak-
kumulation (Abb. 16B). Der Befund deutet auf ein schnelleres nukleozytoplasmatisches 
shuttling in Zellen mit dauerhaft aktiviertem STAT3 hin, als es in unstimulierten Zellen mit 
latentem STAT3 zu beobachten ist.  
In Einzelzell-Messungen einfließende experimentelle Schwankungen, wie unterschiedliche 
Größe der Zellen oder verschiedene Konzentrationen von STAT3-CY sind nicht zu vermei-
den. Die mit der iFLAP Methode erhaltenen Ergebnisse lassen dadurch keine genauen 
quantitativen Aussagen über die absoluten Geschwindigkeiten des nukleozytoplasmati-
schen shuttlings zwischen verschiedenen Versuchsansätzen zu.  
In einer Kooperation mit dem Institut für Prozesstechnik der RWTH Aachen wurde ver-
sucht, quantitative Aussagen über die relativen Geschwindigkeiten des shuttlings in ver-
schiedenen iFLAP Experimenten zu ermöglichen. Die nukleären Import- und Exportpro-
zesse wurden mit Hilfe von mathematischen Gleichungen in einem Diffusions-Modell be-
schrieben. Aus dem Verlauf der CFP- und YFP-Fluoreszenzintensitäten über die Zeit eines 
Einzelzell-Experiments in HepG2 und MEF  Zellen konnten durch computergestützte Pa-
rameterschätzung quantitative Daten über die shuttling Dynamik gewonnen werden. Für 
die Modellberechnung war die Detektion der Fluoreszenzintensitäten in definierten Berei-
chen der subzellulären Kompartimente über den Verlauf des iFLAP Experimentes notwen-
dig (Abb. 17A). Der berechnete Wert  [1/s] ermöglicht eine quantitative Aussage der 
shuttling-Dynamik und kann als Maß für den Fluoreszenzaustausch zwischen Zytoplasma 
und Kern über die Zeit interpretiert werden. Aus den Fluoreszenzintensitäten lässt sich 
keine absolute Konzentration an STAT3-CY ableiten. Wäre dies möglich, könnte mit die-
sem Modell auch die Anzahl an STAT3-Molekülen berechnet werden, welche sich pro 
Zeiteinheit zwischen den Kompartimenten bewegen. 
Die  Werte wurden für mehrere Einzelzellen durch die Auswertung der iFLAP Daten be-
stimmt und zu einem Mittelwert zusammengefasst. Im Vergleich der  Mittelwerte lässt 
sich ein deutlicher Anstieg der Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings für 
dauerhaft aktiviertes STAT3 gegenüber der von latentem STAT3 feststellen (Abb. 17B). In 
unstimulierten HepG2 Zellen erhöht sich der Mittelwert für  von 0,000450 ± 0,000141 
[1/s] auf 0,000758 ± 0,000295 [1/s] in HepG2 Zellen mit dauerhaft aktiviertem STAT3. Ver-
gleichbare Ergebnisse für  wurden auch bei Messungen in MEF  Zellen erhalten. Hier 
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stieg der Mittelwert von  in unstimulierten Zellen von 0,000534 ± 0,000354 [1/s] auf 
0,000911 ± 0,000416 [1/s] für dauerhaft aktiviertes STAT3-CY.  
Die konstitutive Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors führt zu einer annähernden 
Verdopplung der Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3-CY. 
Die Ergebnisse lassen interessante Rückschlüsse auf die Dynamik der Transportprozesse 
von STAT3 auch im Falle einer Zytokin-stimulierten Anreicherung im Kern zu. Durch den 
Befund des erhöhten nukleozytoplasmatischen shuttlings für aktiviertes STAT3-CY postu-
lieren wir einen dynamischen Reaktivierungszyklus für STAT3 (Abb. 26). Phosphoryliertes 
STAT3 reichert sich durch verstärkten aktiven nukleären Import im Kern an und kann dort 
an Promotorbereiche von Zielgenen binden. Aufgrund der begrenzten Anzahl von STAT3-
Bindungssequenzen und der hohen Konzentration an nukleärem STAT3 ist anzunehmen, 
dass der größte Teil nicht an DNS gebunden vorliegt. Freies STAT3 wird schneller de-
phosphoryliert als DNS-gebundenes [167]. Nach Dephosphorylierung durch die kernstän-
dige Phosphatase TC45 [58] erfolgt der nukleäre Export. Der Export ist zumindest zum Teil 
Abb. 26 Nukleozytoplasmatisches shuttling von STAT3:  
A.: Konstitutives shuttling von latentem STAT3 in unstimulierten Zellen. B.: Konstitutives shuttling von 
dauerhaft aktiviertem STAT3 in v-Src transfizierten Zellen. P - Tyrosin705-Phosphorylierung 
JAKJAK
gp130
IL-6R
JAKJAK
Zellkern
Zytoplasma
Zell-
membran
P-
STAT3
P P
v-Src
P P
P
A. B.
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von CRM1 abhängig. Eine Inhibierung des CRM1-vermittelten Exports mit Ratjadone A 
führt zur verlängerten Anreicherung von STAT3 im Kern nach Stimulation und reduzierter 
STAT3-Phosphorylierung [166]. Der Befund, dass Ratjadone A das nukleozytoplasmati-
sche shuttling nicht völlig blockieren kann, weist auf die Beteiligung weiterer Exportme-
chanismen hin. Die Möglichkeit des nukleären Exports von STAT3 durch den direkten Kon-
takt  zu Kernporenproteinen wäre denkbar. Nach dem Export ist zytoplasmatisches STAT3 
für die Aktivierung wieder verfügbar und tritt nach Phosphorylierung wieder in den Kern 
ein.  
Ein solcher Reaktivierungszyklus wäre bei Erkrankungen unter Einfluss von dauerhaft ak-
tiviertem STAT3 ein neuer Ansatzpunkt für die Entwicklung von pharmakologischen Inhibi-
toren. Das Ziel wäre die Entwicklung von STAT3-spezifischen Inhibitoren, welche in den 
Zyklus eingreifen würden ohne allgemeine nukleäre Import- und Exportmechanismen zu 
treffen. Die bisherige Entwicklung von STAT3-Inhibitoren basiert häufig auf der Verhinde-
rung der STAT3-Phosphorylierung. Ein Vorteil von shuttling-Inhibitoren wäre die spezifi-
sche Unterdrückung der nukleären STAT3-abhängigen Transkription ohne beschriebene 
Funktionen von phosphoryliertem STAT3 im Zytoplasma oder Mitochondrien zu beeinflus-
sen. 
 
Einfluss der Dimerisierung auf das nukleozytoplasmatische shuttling von latentem STAT3 
In der weithin akzeptierten Darstellung des nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3 
wird die Existenz von präformierten unphosphorylierten Dimeren meist nicht berücksich-
tigt. Die Homodimerisierung von latentem STAT3 ist bereits beschrieben [28, 107, 108], 
allerdings sind die strukturellen Voraussetzungen dieser Interaktion unbekannt. Auch der 
Einfluss präformierter latenter STAT3-Dimere auf das konstitutive nukleozytoplasmatische 
shuttling ist völlig ungeklärt. Durch die Analyse von generierten Mutanten sollten die Inter-
aktionsbereiche in latenten STAT3-Dimeren identifiziert werden. Der Vergleich von iFLAP 
Untersuchungen der monomeren CY-Fusionskonstrukte mit STAT3-CY sollte den Einfluss 
präformierter latenter STAT3-Dimere auf die nukleozytoplasmatische Translokationsdyna-
mik klären. 
Die Strukturmotive, welche die Homodimerisierung von latentem STAT1 vermitteln sind 
bekannt. Dabei wird durch die intermolekulare Bindung von zwei N-terminalen Domänen 
ein Dimer mit antiparalleler Orientierung ausgebildet [28, 107, 108] (Abb. 4). Ein weiterer 
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stabilisierender Kontakt wird zwischen der coiled-coil-Domäne und der DNS-Bindungs-
Domäne vermittelt. Die Mutation der für diese Interaktion wichtigen Aminosäuren F77/L78 
in der N-terminalen Domäne verhindert die Dimerisierung von latentem STAT1. Über eine 
äquivalente Mutation in STAT3 (STAT3-VL= V77A/L78A) und der Deletion der gesamten 
N-terminalen Domäne (STAT3- Nt= Deletion der As 1-125) wurde versucht die Dimerisie-
rung von latentem STAT3 zu blockieren (Abb. 18). Die Mutanten wurden in den Kontext 
des STAT3-CY Fusionskonstrukts kloniert und stabil in MEF Zellen exprimiert. Dies er-
laubte sowohl die Fluoreszenzdetektion von STAT3-CY Komplexen mittels nativer Gel-
Elektrophorese, als auch die mikroskopische Analyse des nukleozytoplasmatischen shutt-
lings mit der iFLAP Methode ohne Einfluss von endogenem STAT3.  
Die biochemische Charakterisierung der Mutanten zeigte eine vergleichbare Tyrosin
705
-
Phosphorylierung nach Stimulation mit IL-6/sIL6R  bei moderater Überexpression (Abb. 
19A). Die Untersuchung der subzellulären Lokalisation der Konstrukte wurde im live cell 
imaging durchgeführt. In unstimulierten Zellen lagen STAT3-CY und STAT3-VL-CY prädo-
minat zytoplasmatisch vor und reicherten sich nach Stimulation im Zellkern an (Abb. 19B, 
links und rechts). Für die Deletionsmutante STAT3- Nt-CY wurde in unstimulierten Zellen 
eine Gleichverteilung zwischen Kern und Zytoplasma nachgewiesen. Nach Stimulation mit 
IL-6/sIL6R  konnte für die Deletionsmutante keine nukleäre Akkumulation beobachtet 
werden (Abb. 19B, mitte).  
Die Untersuchung der Dimerisierung von STAT3-CY, STAT3-VL-CY und STAT3- Nt-CY 
erfolgte durch Auftrennung der Zelllysate von stabil transfizierten MEF Zellen im nativen 
Gradienten-Gel. Die Ausbildung von dimeren STAT3-Komplexen konnte durch Fluores-
zenzdetektion der CY-Fusionsproteine im nassen Gel nachgewiesen werden. In unstimu-
lierten Zellen bilden STAT3-CY und STAT3-VL-CY präformierte Dimere aus (Abb. 20A und 
B). Im Gegensatz zu dem Motiv F77/L78 in STAT1 sind die Aminosäuren V77/L78 in 
STAT3 nicht an der Dimer-Interaktion beteiligt. Dagegen ist für die Deletionsmutante 
STAT3- Nt-CY nur eine Monomer-Bande in unstimulierten Zellen detektierbar (Abb. 20A 
und B). Diese Befunde zeigen, dass die N-terminale Domäne essenziell für die Ausbildung 
präformierter latenter STAT3-Dimere ist. Unterstützt wird diese Aussage von weiteren mik-
roskopischen Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe. Mittels dual-focus fluorescence 
correlation spectroscopy (2f-FCS) konnte das latente Fusionskonstrukt STAT3- Nt-GFP in 
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Zelllysaten nur als Monomer nachgewiesen werden (nicht gezeigt). 
Nach Stimulation sind alle Fusionkonstrukte in der Lage phosphorylierte STAT3-Dimere 
auszubilden (Abb. 20A und B), welche über eine Phosphotyrosin-SH2-Domänen-
Interaktion binden. Die Deletion der N-terminalen Domäne verhindert nicht die Aktivierung 
am Rezeptor und die Ausbildung von aktivierten Dimeren. Interessanterweise ändert sich 
die Anzahl der STAT3-CY-Dimere nach Stimulation kaum, sodass vor und nach Stimulati-
on ein Großteil der STAT-Proteine als Monomere vorliegt. Die Western Blot Analyse des 
nativen Gels ermöglicht den Vergleich des Phosphorylierungsstatus von Monomeren und 
Dimeren. Vor Stimulation ist keine Phosphorylierung der STAT3-Monomere und -Dimere 
detektierbar. Nach Stimulation sind vor allem aktivierte Dimere phosphoryliert (Abb. 20B, 
unten). Da sich STAT3 nach Aktivierung stark im Kern anreichert, lässt sich schlussfolgern, 
dass ein Großteil des nukleären STAT3 als Monomer vorliegt.  
Anhand der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY kann die nukleäre Translokationsdynamik 
von latentem STAT3-Monomeren mittels der iFLAP Methode untersucht werden. Durch 
den Vergleich des nukleozytoplasmatischen shuttlings von STAT3- Nt-CY mit STAT3-CY 
kann eine Aussage über die Bedeutung von präformierten Dimeren im shuttling getroffen 
werden. Die Untersuchungen mit der bildgebenden iFLAP Methode wurden wie beschrie-
ben durchgeführt (Kapitel 3.3.2.). Die generierten Signalintensitäten visualisieren die YFP-
geblichene Subpopulation von STAT3-CY und ihre Verteilung in unstimulierten Zellen über 
die Zeit. Die Zunahme des Signals in Kern bedeutet die Einwanderung von geblichenem 
STAT3-CY bei Auswanderung von ungeblichenem STAT3-CY und ist somit ein Maß für die 
Dynamik des nukleozytoplasmatischen shuttlings. Die repräsentativen Einzelmessungen 
(Abb. 21) wurden durch die graphische Darstellung der gemittelten YFP-
Fluoreszenzintensitäten aus 10 Versuchen ergänzt. Bei konstanter CFP-Fluorezenz ist die 
Abnahme der nukleären YFP-Fluoreszenz ein Maß für die Geschwindigkeit des shuttlings 
(Abb. 22). 
Das nukleozytoplasmatische shuttling von STAT3-CY und STAT3-VL-CY zeigt eine ver-
gleichbare Dynamik (21, 22A und B). Dieses Ergebnis entspricht der Erwartung, da für die 
Mutation V77A/L78A kein Einfluss auf die Dimerisierung von latentem STAT3 nachweisbar 
war (Abb. 20). Im Vergleich mit STAT3-CY ist für die monomere Deletionsmutante STAT3-
Nt-CY eine höhere Geschwindigkeit des shuttlings zu beobachten (Abb. 21, 22A und C). 
Dieser Befund belegt, dass die Dimerisierung von latentem STAT3 keine Voraussetzung 
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für das konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling ist. Aufgrund der stärkeren Translo-
kationsdynamik von monomerem STAT3 ist anzunehmen, dass präformierte latente Dime-
re die nukleäre Translokation behindern. Die Untersuchung des Kontrollproteins CFP-YFP 
zeigte die höchste nukleäre Translokationsdynamik (Abb. 21, 22A und C). Die Geschwin-
digkeiten des nukleozytoplasmatischen shuttlings der STAT3-Fusionskonstrukte sind ge-
ringer, als die größenabhängige Diffusion von CFP-YFP durch die Kernporen. 
Diese langsame Translokationsdynamik, selbst von monomerem STAT3- Nt-CY, rückt die 
Hypothese des nukleären Imports durch den direkten Kontakt mit Proteinen der Kernpore 
in den Vordergrund. Aufgrund des shuttlings von monomerem latentem STAT3 wäre für 
diese Interaktion ein Bindungsmotiv in einem STAT3-Molekül ausreichend. Die Ausbildung 
von präformierten latenten STAT3-Dimeren hätte eine inhibierende Funktion durch die 
mögliche Abdeckung interagierender Proteinbereiche. 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Domäne an der Dimerisie-
rung von latentem STAT3 beteiligt ist (Abb. 20). Ob die intermolekulare Bindung, wie bei 
STAT1, zwischen zwei N-terminalen Domänen der STAT3-Moleküle vermittelt wird, konnte 
nicht geklärt werden. Der Vergleich der Bindungsstärken von isolierten N-terminalen Do-
mänen von STATs zeigt, dass die N-terminalen Domänen von STAT3 deutlich geringere 
Affinität zueinander besitzen, als die von STAT1 und STAT4 [168]. Dies deutet auf eine 
intermolekulare Interaktion zwischen dem N-Terminus und anderen Bereichen der STAT3-
Moleküle hin. In Abbildung 13 wurde für die Mutante STAT3- NES-CY eine Erhöhung der 
shuttling Dynamik gegenüber STAT3-CY nachgewiesen. Dies legt die Vermutung nahe, 
dass die mutierte Sequenz keine NES ist, sondern dass die Integrität der linker-Domäne 
Einfluss auf den nukleären Import hat. Die linker-Domäne wäre ein potenzieller Interakti-
onsbereich, welcher nach Mutation zu monomerem latentem STAT3 führen könnte. 
 
Einfluss der N-terminalen Domäne auf die Aktivierung von STAT3 
Die Verwendung der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY ermöglichte die Untersuchung der 
Aktivierungsdynamik von monomeren STAT3 am IL-6-Rezeptorkomplex. Für STAT1 wird 
vermutet, dass die antiparallele Konformation des präformierten latenten Dimers die Rek-
rutierung an den Rezeptor erleichtert [40]. Die Analyse der Phosphorylierungskinetik nach 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R  zeigte, dass die Deletionsmutante STAT3- Nt-CY schneller 
aktiviert wird, als STAT-CY. Des Weiteren ist die Tyrosin705-Phosphorylierung für STAT3-
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Nt-CY über einen längeren Zeitraum detektierbar (Abb. 23A und B). Auch für die Stimula-
tion mit geringen Mengen IL-6 lässt sich die verstärkte Phosphorylierung von STAT3- Nt-
CY nachweisen (Abb. 23C). Die Ergebnisse der Phosphorylierungs-Kinetik deuten auf ei-
ne bevorzugte Rekrutierung von monomerem latentem STAT3 an den Rezeptor und die 
folgende Aktivierung hin. 
In den mikroskopischen Untersuchungen von STAT3- Nt-CY konnte beobachtet werden, 
dass die Deletion der N-terminalen Domäne die Anreicherung von STAT3 in den Zellkern 
nach Zytokinstimulation verhindert. Die Funktion der N-terminalen Domäne in aktiviertem 
STAT3 nach Zytokinstimulation wird kontrovers diskutiert. Untersuchungen des SOCS3-
Promotors zeigen keine Inhibierung der Transkription nach Deletion der N-terminalen Do-
mäne von STAT3 [169]. Eine andere Gruppe berichtet im Gegensatz dazu eine transkrip-
tionelle Repression durch Verhinderung der Rekrutierung von Ko-Faktoren an den 
SOCS3-Promotor durch Deletion des N-Terminus von STAT3 [170]. Der Einfluss der N-
terminalen Domäne von STAT3 auf die Transkription wird auch im Zusammenhang mit 
kooperativer DNA-Bindung von aktivierten STAT3-Dimeren beschrieben [26]. Unsere Un-
tersuchungen weisen auf eine Funktion des N-Terminus im nukleären Transport hin, wel-
che unabhängig von der DNS-Bindung ist. Möglicherweise werden im Import behinderte 
aktivierte STAT3-Dimere im Zytoplasma unzureichend dephosphoryliert oder am Rezeptor 
schneller reaktiviert. Auch die verringerte Induktion des feedback-Inhibitors SOCS3 würde 
die verlängerte Phosphorylierung der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY erklären. Die N-
terminale Domäne wäre damit ein potenzieller Zielbereich zur Identifikation einer funktio-
nellen NLS. 
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5. Ausblick 
Die im Rahmen dieser Arbeit erworbenen Erkenntnisse über die nukleozytoplasmatische 
Translokationsdynamik von STAT3 zeigen etliche Ansatzpunkte für weiterführende Unter-
suchungen.  
Die relativ langsame Translokationsdynamik von latentem STAT3 ohne den Einfluss der 
vermuteten NLS im Bereich der As R214/R215 unterstützen die Annahme eines Importin-
unabhängigen konstitutiven nukleären Imports. Ob der Import durch den direkten Kontakt 
mit Nukleoporine vermittelt wird könnte in weiteren Untersuchungen geklärt werden. Die 
beschriebene Interaktion der linker-Domäne von latentem STAT1 mit Nukleoporin 153 und 
214 [33] kann dabei als Ansatzpunkt für entsprechende Versuche mit STAT3 genutzt wer-
den. Bindungsanalysen der Nukleoporine mit STAT3 und entsprechenden Mutanten und 
folgende mikroskopischen Untersuchungen (Lokalisationsstudien und iFLAP Experimente) 
könnten diese Frage klären.  
Die Neubewertung der postulierten NLS und NES anhand ihrer räumlichen Lage und Zu-
gänglichkeit im STAT3-Molekül führen zu der Erkenntnis, dass eventuell vorhandene Im-
port- und Exportsignale in STAT3 noch nicht identifiziert sind. Der Befund, dass die Deleti-
on der N-terminalen Domäne die Akkumulation von STAT3 im Zellkern nach Stimulation 
verhindert, könnte auf eine potenzielle NLS im N-Terminus hindeuten. Eine Untersuchung 
der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY im nukleozytoplasmatischen shuttling nach konstitu-
tiver Aktivierung würde Auskunft geben, ob die N-terminale Domäne einen Einfluss auf die 
Import-Dynamik hat. Durch die Immunpräzipitationen von -Importinen und Importin  mit 
STAT3- Nt und weiteren Mutanten könnte die Bedeutung der N-terminalen Domäne für 
den stimulationsabhängigen Import aufgeklärt werden.  
In dieser Studie wurde gezeigt, dass die N-terminale Domäne essenziell für die Ausbildung 
von präformierten latenten STAT3-Dimeren ist. Hierbei ist durch Mutagenesestudien weiter 
zu klären, welche Aminosäuren im N-Terminus den Interaktionbereich bilden. Ob es sich 
dabei um eine intermolekulare Bindung zwischen verschiedenen Domänenbereichen von 
STAT3 handelt ist noch unklar. Dazu wäre die Identifikation des potenziellen zweiten Inter-
aktionsbereiches notwendig. Sowohl für STAT3- NES-CY, als auch für monomeres 
STAT3- Nt-CY ist eine Beschleunigung des shuttlings zu beobachten. Daher liegt die 
Vermutung nahe, dass die Integrität der linker-Domäne einen Einfluss auf die Dimerisie-
rung von latentem STAT3 hat. Die Fluoreszenzdetektion von STAT3- NES-CY im nativen 
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Gel kann zeigen ob die linker-Domäne an der Dimerisierung beteiligt ist.  
Die Identifizierung der essenziellen Aminosäuren für die Dimerisierung von latentem 
STAT3 würde im Weiteren die Untersuchungen von Punktmutanten zulassen, welche aus-
schließlich in monomerer Form vorliegen. Mit Hilfe solcher Mutanten wären aussagekräfti-
gere Analysen möglich, als durch Verwendung der Deletionsmutante STAT3- Nt. 
Die Untersuchung der Deletionsmutante STAT3- Nt ermöglicht nicht die Unterscheidung 
zwischen Effekten, welche durch das Fehlen der N-terminalen Domäne oder durch die 
monomere Natur bedingt sind. Durch die Analyse von monomeren latenten STAT3-
Punktmutanten könnten verschiedenen Fragestellungen in diesem Kontext geklärt werden. 
So ist die Bedeutung von präformierten STAT3-Dimeren für die Aktivierung am IL-6-
Rezeptor, aber auch anderer Rezeptor-Komplexe bzw. Kinasen (z.B. Src), noch näher zu 
analysieren. Auch der Einfluss der Dimerisierung von latentem STAT3 auf die Dephospho-
rylierung könnte geklärt werden, wie er für STAT1 gezeigt ist. 
In dieser Arbeit wurde ein schneller Reaktivierungszyklus für STAT3 nach konstitutiver Ak-
tivierung durch v-Src beschrieben. Die Überexpression von v-Src führt aber auch zur Akti-
vierung anderer Signalwege, deren Nebeneffekte durch morphologische Veränderungen 
der Zellen zu beobachten war. Es sind Mutanten von Gp130 beschrieben [171, 172], wel-
che Zytokin-unabhängig konstitutiv aktiviert sind. Die Verwendung dieser Gp130-Mutanten 
würde eine selektivere Aktivierung von STAT3 und die Bestätigung der iFLAP-Ergebnisse 
ermöglichen. Die iFLAP-Analyse des nukleozytoplasmatischen shuttlings von aktiviertem 
STAT3 mittels Ko-Expression von konstitutiv aktivem Gp130 wäre auch eine vielverspre-
chende Methode um potenzielle Inhibitoren des nukleären Im- und Exports von STAT3 zu 
analysieren. 
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6. Zusammenfassung 
Der Transkriptionsfaktor STAT3 vermittelt Signale für grundlegende zelluläre Prozesse, wie 
Differenzierung, Proliferation und Apoptose. STAT3 ist an der Regulation von Embryoge-
nese, Hämatopoese, Entzündung und Immunantwort beteiligt. In der intrazellulären Sig-
naltransduktion von IL-6-Zytokinen nimmt STAT3 eine Schlüsselposition ein. Die IL-6-
Bindung an den Rezeptorkomplex aktiviert Janus-Kinasen, welche Phosphotyrosinmotive 
im Rezeptor generieren an die STAT3 rekrutiert wird. STAT3 wird durch JAKs phosphory-
liert, dissoziiert vom Rezeptor, dimerisiert zum aktiven Transkriptionsfaktor. Aktivierte 
STAT3-Dimere translozieren in den Zellkern und induzieren die Expression von Zielgenen. 
In unstimulierten Zellen zeigt latentes STAT3 eine stationäre subzelluläre Verteilung, wel-
che aus konstitutiven nukleären Im- und Exportprozessen resultiert.  
 Mittels konfokaler laser scanning Mikroskopie wurde die subzelluläre Verteilung von 
endogenem STAT3, durch indirekte Immunfärbung, und Fluoreszenz-markiertem 
STAT3-CY analysiert. Es konnten keine Unterschiede in der Lokalisation in unstimu-
lierten und stimulierten Zellen beobachtet werden. Die prädominante Lokalisation von 
latentem STAT3 im Zytoplasma wurde bestätigt. Der Nachweis von Phosphotyro-
sin
705
 im Western Blot konnte eine vergleichbare Phosphorylierung von endogenem 
STAT3 und STAT3-CY nach Stimulation belegen. Das Fusionskonstrukt STAT3-CY 
zeigt eine analoge Funktionalität wie endogenes STAT3. 
 Um den Einfluss auf die Importin-vermittelte Translokation von latentem STAT3 
nachzuweisen wurden Punktmutationen in eine nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) 
eingeführt. Diese vermutete NLS in der coiled-coil-Domäne ist essenziell für den Sti-
mulations-abhängigen Import von STAT3. Die funktionell wichtigen Aminosäuren 
R214/R215 wurden zu Alanin mutiert ( NLS). Der beschriebene Defekt dieser Muta-
tionen wurde im Kontext der chimären CY-Funktionskonstrukte bestätigt. Trotz Tyro-
sinphosphorylierung nach IL-6-Stimulation ist die Mutante STAT3- NLS-CY nicht in 
der Lage im Kern zu akkumulieren. 
 Das konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling wurde mittels der iFLAP Methode 
in lebenden unstimulierten Zellen analysiert. Das Konstrukt STAT3- NLS-CY zeigt 
eine mit STAT3-CY vergleichbare Translokationsdynamik. Die vermutete NLS hat 
keinen Einfluss auf die Translokationsdynamik von latentem STAT3. Zusammen mit 
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der Analyse der räumlichen Lage der NLS liegt der Verdacht nahe, dass es sich bei 
dieser Sequenz um keine NLS handelt. Dieser Befund stärkt die Hypothese eines 
Importin-unabhängigen shuttlings für latentes STAT3. 
 In STAT3 ist der Sequenzbereich As 524-533 als nukleäres Exportsignal (NES) defi-
niert, welches im CRM1-vermittelten nukleären Export involviert ist. Die essenziellen 
Aminosäuren L525/L528 wurden zu Alanin mutiert ( NES) und als CY-Fusionprotein 
exprimiert. Diese Mutationen in der vermuteten NES führten zu der bereits beschrie-
benen Gleichverteilung zwischen Zytoplasma und Kern in unstimulierten Zellen. Das 
Konstrukt STAT3- NES-CY wird nach IL-6-Stimulation tyrosinphosphoryliert und ak-
kumuliert im Kern. 
 Die Analyse der Translokationsdynamik der NES-Mutante sollte den Einfluss des 
CRM1-vermittelte Exportmechanismus auf das konstitutive nukleozytoplasmatische 
shuttling klären. In iFLAP Untersuchungen der Mutante STAT3- NES-CY lässt sich 
im Vergleich zu STAT3-CY ein schnelleres nukleozytoplasmatisches shuttling fest-
stellen. Dieser Befund zeigt, dass es sich bei dem postulierten NES-Motiv nicht um 
ein Exportsignal handelt. Die Beschleunigung des shuttlings durch die Mutation 
NES deutet eher auf eine Verstärkung des Imports hin, als auf eine Reduktion des 
Exports. Ein solcher Effekt erklärt auch die beobachtete Gleichverteilung von STAT3-
NES-CY zwischen Kern und Zytoplasma. 
 In weiteren mikroskopischen Untersuchungen wurde das nukleozytoplasmatische 
shuttling von aktiviertem STAT3 analysiert. Für iFLAP Messungen ist eine dauerhafte 
Tyrosinphosphorylierung und stationäre nukleäre Akkumulation von STAT3-CY not-
wendig. Dies wurde durch die Ko-Expression von dauerhaft aktivem viralem Src-
DsRed erreicht.  
 Durch Verrechnung der Daten aus iFLAP Messungen konnte das nukleozytoplasma-
tische shuttling bildgebend dargestellt werden. Für dauerhaft aktiviertes STAT3-CY 
konnte ein schnelleres shuttling detektiert werden, als für latentes STAT3 in unstimu-
lierten Zellen. Mit Hilfe von mathematischen Gleichungen wurde ein Diffusions-
Modell der nukleären Import- und Exportprozesse in einer iFLAP Messung erstellt. 
Dies ermöglichte die Verrechnung von iFLAP Daten zu einem quantitativen Wert 
[1/s] für die Geschwindigkeit des shuttlings. Der Vergleich des shuttlings von 
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dauerhaft aktiviertem STAT3-CY mit latentem STAT3 wurde durch die Mittelwerte der 
quantitativen  Werte aus mehreren Messungen darstellbar. Es wurde die annähern-
de Verdopplung der Geschwindigkeit des nukleozytoplasmatischen shuttlings für 
dauerhaft aktiviertes STAT3 gegenüber der von latentem STAT3 bestimmt.  
 Anhand dieser Befunde postulieren wir einen dynamischen Reaktivierungszyklus von 
STAT3 durch ein beschleunigtes nukleozytoplasmatisches shuttling gegenüber dem 
konstitutiven shuttling in unstimulierten Zellen. 
 In einem dritten Teil dieser Arbeit konnte mittels nativer Gel-Elektrophorese bestätigt 
werden, dass latentes STAT3 präformierte Dimere ausbildet. Des Weiteren wurde ein 
für diese intermolekulare Bindung notwendiger Interaktionsbereich durch Analyse der 
Deletionsmutante STAT3- Nt-CY auf die N-terminale Domäne eingegrenzt. Die N-
terminale Domäne ist aber nicht an der Ausbildung von aktivierten STAT3-Dimeren 
beteiligt. Das Aminosäurenmotiv F77/L78 ist für die Dimerisierung von latentem 
STAT1 essenziell. Diese Bedeutung konnte in STAT3 für das Motiv V77/L78 nicht 
nachgewiesen werden. Die Menge der STAT3-Dimere ändert sich nach Stimulation 
kaum. Unabhängig von der Stimulation liegt ein Großteil der STAT-Proteine als Mo-
nomere vor. Die Western Blot Analyse der nativen Gele zeigt, dass nach Stimulation 
vor allem Dimere phosphoryliert sind. 
 Anhand der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY wurde das nukleozytoplasmatische 
shuttling von latenten STAT3-Monomeren analysiert. In iFLAP Untersuchungen wur-
de für STAT3- Nt-CY ein beschleunigtes shuttling im Vergleich zu STAT3-CY nach-
gewiesen. Demnach ist die Dimerisierung von latentem STAT3 keine Voraussetzung 
für das konstitutive nukleozytoplasmatische shuttling. Stattdessen ist anzunehmen, 
dass präformierte latente STAT3-Dimere den nukleären Import behindern. Dies wird 
durch die mikroskopische Beobachtung der Gleichverteilung von STAT3- Nt-CY über 
Kern und Zytoplasma in unstimulierten Zellen unterstützt. 
 In der iFLAP Analyse des Kontrollproteins CFP-YFP in unstimulierten Zellen wurde 
eine höhere nukleäre Translokationsdynamik nachgewiesen, als für alle STAT3-
Fusionskonstrukte. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Geschwindigkeiten des nukleozy-
toplasmatischen shuttlings der latenten STAT3-Fusionskonstrukte langsamer sind, 
als die größenabhängige Diffusion von CFP-YFP durch die Kernporen. 
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 Die biochemische Analyse der Deletionsmutante STAT3- Nt-CY zeigte nach IL-6-
Stimulation eine schnellere, stärkere und verlängerte Aktivierung gegenüber STAT3-
CY. In mikroskopischen Lokalisationsstudien war für das Konstrukt STAT3- Nt-CY 
keine nukleäre Akkumulation nach Stimulation nachweisbar. Die Befunde deuten auf 
einen behinderten Import von aktiviertem STAT3 nach Deletion der N-terminalen 
Domäne hin. Dies könnte auch mit einer verminderten Dephosphorylierung im Zytop-
lasma verbunden sein. Auf der anderen Seite scheint die Rekrutierung von monome-
rem latentem STAT3 an den Rezeptor und die folgende Aktivierung erleichtert zu 
sein. 
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